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ZIEL der ARBEIT 1
I ZIEL der ARBEIT
Im  Rahmen  der  vorliegenden  Dissertation  wird  die  Calciumdynamik  in  einer  T-Zelle 
mithilfe eines Modellsystems untersucht. Das mathematische Modell der T-Zelle enthält 
alle relevanten Calciumkanäle sowie Calciumpumpen und berücksichtigt ihre jeweiligen 
Dichten in den Membranen. Bezüglich der räumlichen Gegebenheiten werden die Trans-
membranproteine  in  der  Plasmamembran  sowie  in  der  Membran  des  Kompartiments 
Endoplasmatisches Retikulum (ER) dargestellt. 
Das Ziel der Modellierung ist die Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Veränderung der 
Calciumkonzentration im Zytosol und im ER in Folge einer immunologischen Aktivierung 
der T-Zelle. Das Modell basiert auf biophysikalischen und pharmakologischen Parametern 
aus  der  Literatur.  Die  Beobachtung  der  Calciumdynamik  wird  durch  mathematische 
Implementierung  der  physiologischen  Parameter  in  ein  Differentialgleichungssystem 
ermöglicht. Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte in silico-Calciumdynamik-
Modell ist mit Experimenten validierbar, die unabhängig von denjenigen Versuchen sind, 
aus denen die Parameter bezogen werden. Das Modell steht im Kontext bereits existie-
render  Calcium-Modellierungen  (Marhl  et  al.,  1997;  Kowalewski  et  al.,  2006;  Meyer-
Hermann, 2007; Martin et al.,  2012), verfügt jedoch über zwei Besonderheiten, die für 
eine  physiologische  Darstellung  des  T-Lymphozyten  und  damit  für  die  realistische 
Simulation der Calciumdynamik entscheidend sind: Erstens charakterisieren spezifische 
Einzelkanal-Eigenschaften die Transmembranproteine und zweitens werden die Dichten 
der Calciumkanäle und -pumpen in den Membranen separat berücksichtigt (nach Meyer-
Hermann, 2007; Schmeitz et al., 2013). 
Das  hier  vorgestellte  Calciumdynamik-Modell  der  T-Zelle  kann  in  pharmakologischen 
in silico-Studien  zur  Untersuchung  von  Substanzen  aus  dem  Bereich  der  Immun-
suppressiva verwendet werden. Eine Anwendungsmöglichkeit des Modells könnte dabei 
in  der  Erforschung  von  Optionen  bei  der  Therapie  der  Transplantatabstoßung  liegen 
(Feske, 2007). Die T-Zellen, für die das Calciumdynamik-Modell implementiert ist, spielen 
eine zentrale Rolle bei der Immunreaktion des Transplantat-Empfängers gegenüber dem 
Spenderorgan (Breidenbach und Banas, 2011). In diesem Kontext ist  die intrazelluläre 
Calciumdynamik in T-Lymphozyten von besonderer klinischer Bedeutung (Putney, 2001; 
Feske, 2007; Parekh, 2010). 
Im  Fokus  der  pharmakologischen  Forschung  befinden  sich  derzeit  Antagonisten  des 
„Calcium-Release  Activated Channel“ (CRAC)  (Feske,  2007;  Derler  et  al.,  2013). Der 
CRAC befindet sich in der Plasmamembran und sorgt durch den Einstrom von Calcium 
ZIEL der ARBEIT 2
für  die  Aufrechterhaltung  des  Calciumsignals  und  die  Induktion  der  T-Zell-Aktivierung 
(Aussel et al., 1996; Braun et al., 2001; Prakriya und Lewis, 2001). Wird der Kanal durch 
CRAC-Antagonisten  inhibiert,  kann  kein  Calciumeinstrom  in  die  T-Zelle  erfolgen  und 
deren  Aktivierung  sowie  die  daraus  resultierende  Immunantwort  wird  verhindert.  Eine 
Weiterentwicklung des Calciumdynamik-Modells, aufbauend auf den bisher entwickelten 
Simulations-Protokollen,  kann  zur  Analyse  potentieller  CRAC-Antagonisten  verwendet 
werden. Der Einfluss der Testsubstanzen auf die Calciumkonzentration im Zytosol sowie 
im  ER  ließe  sich  in silico beobachten  und  würde  –  ergänzend  zu  den  in vitro-
Untersuchungen – Aufschluss über den Aktivierungszustand der T-Zelle und damit über 
das Wirkpotential des getesteten CRAC-Blockers geben. 
Um  die  Anwendung  des  Calciumdynamik-Modells  bei  der  Erforschung  neuer  Immun-
modulatoren zur Therapie der Transplantatabstoßung zu ermöglichen,  bedarf  es eines 
komplexen Modells. Das hier vorgestellte Grundmodell zur Calciumdynamik in T-Zellen 
kann in diesem Zusammenhang als Basis für weitere Forschungsarbeiten herangezogen 
werden. 
Im  Folgenden  wird  das  Calciumdynamik-Modell  der  T-Zelle  vorgestellt  und  in  den 
immunologischen Kontext eingeordnet. Dabei wird auf den Stellenwert des Calciums als 
„second messenger“ in der Signaltransduktion Bezug genommen (Parekh und Putney, 
2005). Abschließend werden die klinischen und pharmakologischen Gegebenheiten, für 
die das erarbeitete Modell relevant ist, diskutiert.
EINLEITUNG 3
II EINLEITUNG 
1 Calcium als zentraler Signalüberträger
1.1 Evolution der Signaltransduktion durch Calcium
Alle  Metazoen besitzen in  ihren Zellen  Calciumkanäle  (Case  et  al.,  2007;  Cai,  2008; 
Plattner und Verkhratsky, 2013). Von zentraler Bedeutung sind sowohl die Calciumkanäle 
in der Plasmamembran als auch die intrazellulären „Calcium-Release Channels“, darunter 
der  Inositoltrisphosphat-Rezeptor  in  der  Membran  des  Endoplasmatischen  Retikulums 
(ER)  (Berridge  et  al.,  1998;  Berridge  et  al.,  2000;  Clapham,  2007;  Cai,  2008).  Diese 
Kanäle sind an der Dynamik sowohl globaler als auch lokaler Calciumsignale in der Zelle 
beteiligt (Plattner und Verkhratsky, 2013). Die evolutionären Ursprünge der Calciumkanäle 
finden sich bereits bei den Prokaryoten (Ladenburger et al., 2006; Cai, 2008; Ladenburger 
und Plattner, 2011; Plattner und Verkhratsky, 2013). Aufgrund der Zusammensetzung des 
präbiotischen Ozeans war der Ablauf urzeitlicher biochemischer Prozesse und prokaryo-
tischer  Lebensvorgänge  vor  3,5  Millionen  Jahren  von  einer  Umgebung mit  niedrigem 
Calciumgehalt geprägt (Kazmierczak et al., 2013). Als die Atmosphäre sich veränderte, 
stieg die Calciumkonzentration in den Ozeanen an (Kazmierczak et al., 2013; Plattner und 
Verkhratsky,  2013).  Die  Prokaryoten,  die  sich  an den ursprünglich  niedrigen Calcium-
gehalt  ihrer  Umgebung  angepasst  hatten,  entwickelten  Mechanismen  zur 
Aufrechterhaltung ihrer Calciumhomöostase (Case et al, 2007; Kazmierczak et al., 2013). 
Aquaporine,  Calciumkanäle  und  -pumpen sowie  calciumbindende  Proteine  im  Zytosol 
sorgten  dafür,  dass  die  Calciumkonzentration  in  der  Prokaryotenzelle  unterhalb  von 
100 nM blieb (Gangola und Rosen, 1987; Case et al., 2007; Kazmierczak et al., 2013). 
In der frühen Evolution der Eukaryoten wurde Calcium zu einem zentralen Signaltrans-
mitter  und vermittelte  Sekretionsvorgänge sowie  die Zellteilung (Berridge et  al.,  2000; 
Clapham,  2007).  Entscheidend  für  diese  eukaryotische  Entwicklung  war  das 
Vorhandensein  calciumspeichernder  Organellen,  die  –  umgeben  von  einer  eigenen 
Zellmembran und unter Ausbildung eines Membranpotentials – einen Calciumgradienten 
zwischen  den  Zellkompartimenten  und  dem  Zytosol  ermöglichten  (Case  et  al.,  2007; 
Plattner und Verkhratsky,  2013).  Die Herkunft  der intrazellulären Kompartimente bleibt 
umstritten, ein populärer Erklärungsansatz im Zusammenhang mit den Mitochondrien ist 
die Endosymbiontentheorie (Sagan, 1967). Die Mitochondrien, aber auch das ER, das 
durch Invaginationen der Plasmamembran entstanden sein könnte,  stellten bereits bei 
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den  evolutionär  frühen  Eukaryoten  einen  bedeutenden  Calciumspeicher  dar  (Sagan, 
1967). In den Membranen der Kompartimente befanden sich Transmembranproteine, die 
eine intrazelluläre Calciumdynamik ermöglichten (Sagan, 1967; Case et al., 2007; Plattner 
und  Verkhratsky,  2013).  Die  Protozoen  Dictyostelium  discoideum und  Paramecium 
tetraurelia besaßen bereits vor 850 Millionen Jahren integrale Ionenkanäle, Transporter 
und  Pumpen (Plattner  und  Klauke,  2001;  Allan  und  Fischer,  2009).  Bei  Paramecium 
tetraurelia finden sich 34 verschiedene „Calcium-Release Channel“ (Plattner und Klauke, 
2001). Diese steuern zentrale Lebensvorgänge: die Fortbewegung mithilfe von Cilien, die 
Nahrungsaufnahme  mit  anschließender  phagozytotischer  Verdauung  sowie  die 
Osmoregulation  und  die  Ausscheidung  des  überschüssigen  Wassers  (Plattner  und 
Klauke, 2001; Plattner und Verkhratsky, 2013). 
Die Metazoen entwickelten in der Evolution Mechanismen zur differenzierten Calciumre-
gulation (Case et al., 2007; Cai, 2008; Plattner und Verkhratsky, 2013). Calcium wurde 
zum ubiquitären Informationsträger und erfüllte in einer Vielfalt spezialisierter Strukturen 
eine koordinierende und regulative Funktion (Case et al., 2007; Cai, 2008).
Zusammen mit anderen Transmittern ist Calcium als „second messenger“ in eukaryoti-
schen  Organismen,  von  den  Protozoen  bis  zum  Menschen,  in  ein  hochentwickeltes 
Signalnetzwerk  zur  Steuerung essentieller  Lebensvorgänge eingebunden (Case et  al., 
2007). 
1.2 Calcium im Organismus
1.2.1 Calciumhaushalt des Menschen
Der menschliche Organismus verfügt über einen Anteil von 1,5% Calcium in gebundener 
und freier Form und enthält damit etwa 1 kg Calcium (Endo, 2006). Davon sind 99% als 
Hydroxylapatit  (Ca10(PO4)6(OH)2)  in der Knochenmatrix und in den Zähnen gespeichert 
(Endo,  2006).  Das  verbleibende  1%  des  Calciums  verteilt  sich  auf  den  Intra-  und 
Extrazellulärraum und wird überwiegend durch Proteine, zum Beispiel das Calmodulin, 
gebunden (Persechini und Cronk, 1999; Mogami et al., 1999; Endo, 2006). Die Bindung 
des  Calciums  an  das  Protein  erfolgt  über  die  Sauerstoff-Atome  der  Carboxylat-  und 
Carbonylgruppen der Peptidbindungen (Valeyev et al., 2008). Als Elektrolyt im Blutplasma 
mit  einer Konzentration von etwa 0,1 mg/ml spielt  Calcium neben anderen Ionen eine 
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts der Blutflüssig-
keit sowie als Gerinnungsfaktor bei der Hämostase (Hilgard, 1973; Hazari et al., 2012). 
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Der Tagesbedarf an Calcium liegt bei etwa 1 g (Duggin et al., 1974; Taylor und Curhan, 
2013).  Der  Calciumhaushalt  unterliegt  einer  hormonellen  Kontrolle  in  Form eines  ne-
gativen Rückkopplungssystems (Collip, 1925; Cameron, 1967). Das Schilddrüsenhormon 
Calcitonin  senkt  den  Calciumspiegel  im  Blut,  sobald  der  Plasmawert  oberhalb  von 
0,1 mg/ml liegt (Copp und Cheney, 1962). Wird Calcitonin ausgeschüttet, kommt es zur 
Einlagerung überschüssigen Calciums in die Osteoblasten der Knochen, gleichzeitig wird 
die Calcium-Aufnahme im Darm vermindert  und die Reabsorption von Calcium in den 
Nieren  reduziert  (Copp  und  Cheney,  1962;  Cameron,  1967).  Das  Parathyrin,  auch 
Parathormon  genannt,  wirkt  antagonistisch  und  wird  in  Folge  einer  Senkung  der 
Blutplasma-Calciumkonzentration  von  den  Nebenschilddrüsen  abgegeben  (Copp  und 
Cheney, 1962; Copp, 1964). Das Parathormon agiert zusammen mit der aktiven Form des 
Vitamin D (Harris und Innes, 1930; Albright und Sulkowitch, 1938). Zusammen induzieren 
sie die Steigerung der Calciumaufnahme aus dem Darm sowie die verstärkte Calcium-
Reabsorption  in  den  Nieren  (Kleemann  und  Bernstein,  1961).  Zudem  stimuliert  das 
Parathyrin  die  Freisetzung  des  Calciums  aus  der  Knochenmatrix  und  bewirkt,  dass 
Osteoklasten das eingelagerte Calcium abbauen und es ins Blut sezerniert werden kann 
(Collip,  1925;  Rasmussen,  1961).  Starke  Calciummangelzustände  können  zu  einem 
Abbau der Knochenstabilität führen und Osteoporose verursachen (Jaffe et al., 1932).
1.2.2 Funktion des Calciums im Organismus
Calcium besitzt eine wesentliche Funktion bei der Regulation von Immunzellen (Partiseti 
et al.,  1994; Lewis, 2001; Parekh und Putney, 2005; Gauld et al., 2005; McCarl et al., 
2010; Feske, 2011). Zudem spielt Calcium eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion 
in Neuronen (Penner und Neher, 1988). Es wird als Auslöser der synaptischen Exozytose 
von Neurotransmittern und zur Weiterleitung neuronaler Signale benötigt (Feldberg und 
Gaddum, 1934;  Penner und Neher,  1988).  Calcium ist  auch an der Muskelkontraktion 
beteiligt und wird zur Innervierung der Muskelzelle und für die Weiterleitung des Aktions-
potentials benötigt (Ringer, 1883; Locke, 1894; Harvey und MacIntosh, 1940; Babsky und 
Minajev, 1946; Ebashi et al., 1967; Wakabayashi und Ebashi, 1968). Als Bestandteil des 
Blutplasmas  ist  Calcium  ein  Cofaktor  bei  der  Agglutination  der  Thrombozyten  (Endo, 
2006). 
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2 Calcium als Transmitter im Immunsystem
In  der  vorliegenden  Arbeit  geht  es  um  die  Calciumdynamik  in  T-Lymphozyten.  Die 
Veränderung der intrazellulären Calciumkonzentration ist eine Folge der Aktivierung der 
T-Zellen aufgrund einer Infektion oder als Reaktion auf ein Transplantat  (Lewis,  2001; 
Parekh und Putney,  2005;  Feske,  2007;  Breidenbach und Banas,  2011;  Kumbala und 
Zhang, 2013).
2.1 T-Lymphozyten im Zentrum der Immunantwort
2.1.1 Bedeutung der T-Lymphozyten für das Immunsystem
Dem Immunsystem kommt die Aufgabe zu, den Körper vor Krankheitserregern, wie zum 
Beispiel Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten, aber auch vor Toxinen und veränderten kör-
pereigenen Zellen, darunter Tumorzellen, zu schützen (Parkin und Cohen, 2001; Romani, 
2004;  Finlay  und  Fadden,  2006).  Die  T-Lymphozyten  sind  als  T-Helferzellen, 
T-Effektorzellen und zytotoxische T-Zellen ein zentraler Bestandteil  des Immunsystems 
(Parkin und Cohen, 2001; Broere et al., 2011). Sie werden, wie auch die B-Lymphozyten, 
dem adaptiven Immunsystem zugeordnet (Parkin und Cohen, 2001).  T-Zellen besitzen 
spezifische Rezeptoren zur Erkennung der Epitope von Antigenen und sind für die ziel-
gerichtete Erregerbekämpfung verantwortlich (Parkin und Cohen, 2001; Medzhitov, 2007). 
Bei der Immunantwort spielen die Zytokine, die von T-Lymphozyten sezerniert werden, als 
Signalpeptide eine wichtige Rolle  für  die Entwicklung und Steuerung der  Immunzellen 
(Goodbourn et al., 2000; Parkin und Cohen, 2001; Horn et al., 2005). Die Lymphozyten 
werden  bei  der  Immunantwort  von  der  angeborenen  Resistenz  unterstützt.  Zu  dieser 
gehören Makrophagen, natürliche Killerzellen, Mastzellen, Granulozyten und dendritische 
Zellen (Kobayashi et al., 2005; Zhang und Bevan, 2011; Medzhitov, 2007). Im Gegensatz 
zu  den  T-Zellen  agieren  die  Zellen  der  angeborenen  Resistenz  unspezifisch.  Sie 
phagozytieren  Krankheitserreger  und  werden  dabei  durch  das  Komplementsystem 
ergänzt,  dessen  Faktoren  für  die  Entzündungsreaktion  bei  einer  Infektion 
mitverantwortlich sind (Parkin und Cohen, 2001; Finlay und Fadden, 2006).
2.1.1.1    T-Lymphozyten und Transplantatabstoßung
Die in einer Transplantation übertragenen allogenen oder xenogenen Organe und Ge-
webe  können  durch  das  Immunsystem  als  fremd  erkannt  und  abgestoßen  werden 
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(Breidenbach  und  Banas,  2011;  Aktories  et  al.,  2004).  Die  Immunreaktion  des 
Empfängers  auf  das  Spenderorgan  führt  ohne  immunsuppressive  Behandlung  zur 
sofortigen,  hyperakuten  Abstoßung  (Ahlenstiehl  und  Pape,  Medizinische  Hochschule 
Hannover,  mdl.  Mitt.  02/2013).  Die  Gefäße  des  Empfängerorgans  werden  durch eine 
T-Zell-vermittelte  Immunreaktion  attackiert  (Ahlenstiehl  und  Pape,  Medizinische 
Hochschule Hannover, mdl. Mitt. 02/2013; Kumbala und Zhang, 2013). Es entwickelt sich 
eine Endothelitis, die zu einer Mangeldurchblutung des Organs führt und Organversagen 
verursacht  (Breidenbach  und  Banas,  2011;  Ahlenstiehl  und  Pape,  Medizinische 
Hochschule Hannover, mdl. Mitt. 02/2013). 
2.1.2 Entwicklung der T-Lymphozyten
Die T-Lymphozyten gehören wie die B-Lymphozyten zu den Leukozyten und entstammen 
als pluripotente hämatopoetische Stammzellen dem Knochenmark (Michal, 1999; Broere 
et al., 2011). Ein Teil dieser Vorläuferzellen verbleibt im Knochenmark und wird dort zu B-
Zellen, der andere Teil wandert in den Thymus und entwickelt  sich zu naiven T-Zellen 
(Michal,  1999;  Broere  et  al.,  2011).  Die  naiven  T-Zellen  werden  in  den  sekundären 
lymphatischen Organen, den Lymphknoten und der Milz, weiter differenziert: Sie erfahren 
hier den ersten Kontakt mit Fremdproteinen und durchlaufen eine antigenabhängige Akti-
vierung zu T-Effektorzellen (Burnet, 1960; Mebius und Kraal, 2005; Broere et al., 2011). 
Diese klonale Selektion führt zur Reifung und Proliferation spezialisierter T-Lymphozyten-
Klone  (Burnet,  1960;  Broere  et  al.,  2011).  Dabei  werden  zudem  diejenigen  T-Zellen 
ausgesondert,  die nicht  nur auf  körperfremde Antigene,  sondern irrtümlich ebenso auf 
körpereigene Proteine reagieren (Mebius und Kraal, 2005; Broere et al., 2011).  Eine Aus-
nahme hiervon bilden die regulatorischen T-Zellen (Corthay, 2009; Khailaie et al., 2013). 
Die  Toleranz  gegenüber  Selbst-Antigenen  sowie  die  Kontrolle  und  Begrenzung  einer 
überschießenden  Immunreaktion  wird  durch  die  Treg,  die  auch  als  sogenannte 
Suppressor-T-Zellen  bezeichnet  werden,  gewährleistet  (Corthay,  2009;  Khailaie  et  al., 
2013). Es existieren verschiedene Subpopulationen, darunter die CD4+-CD25+-Treg (nTreg), 
die  direkt  im  Thymus  entstehen  und  durch  die  Expression  des  Transkriptionsfaktors 
FOXP3 gekennzeichnet sind (Engel et al., 2013).
EINLEITUNG 8
2.1.3 Antigenerkennung und T-Zell-Aktivierung
Für eine Erkennung durch die T-Lymphozyten müssen die Antigene zunächst durch anti-
genpräsentierende Zellen, zum Beispiel B-Zellen, dendritische Zellen oder Makrophagen, 
zu kurzen Peptidfragmenten aufbereitet  werden (Steinman,  1991;  Broere et  al.,  2011; 
Ganguly et al., 2013). Diese Antigenfragmente werden an den „Major Histocompatibility 
Complex“ (MHC) gebunden und können so durch den T-Zell-Rezeptor erkannt werden 
(Zinkernagel und Doherty, 1974). Der T-Zell-Rezeptor besteht aus einem extrazellulären, 
einem  transmembranären  und  einem  intrazytoplasmatischen  Anteil  (Michal,  1999; 
Wucherpfennig et  al.,  2010).  Zur Formation des funktionellen T-Zell-Rezeptors werden 
Co-Rezeptoren benötigt (Wucherpfennig et al., 2010; Broere et al., 2011;  García et al., 
2012).  Der  funktionelle  T-Zell-Rezeptor-Komplex kann  die  präsentierten  Antigene 
erkennen und die Signaltransduktion initiieren. 
Die MHC-Proteine werden auch als „Human Leucocyte Antigen“ (HLA) oder als Haupt-
transplantationsantigene bezeichnet (Shiina et al., 2009; García et al., 2012). Sie stellen 
die Strukturen des Organspenders dar, die bei einer Transplantation im Empfängerorga-
nismus die Immunreaktion auslösen (Zinkernagel und Doherty, 1974; García et al., 2012). 
Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekülen: Die MHC-I-Moleküle befinden sich auf allen 
kernhaltigen Körperzellen und die MHC-II-Moleküle sind nur auf antigenpräsentierenden 
Zellen vorhanden (Parkin und Cohen, 2001; García et al.,  2012).  Im Thymus wird die 
T-Zelle zur Proliferation und in Abhängigkeit des aktivierenden MHC-Moleküls zur Diffe-
renzierung angeregt: MHC-I fördert die Ausbildung des CD8+-Co-Rezeptors und damit die 
Entwicklung  zur  zytotoxischen  T-Zelle,  MHC-II  rekrutiert  den  CD4+-Co-Rezeptor  und 
begünstigt dadurch die Entstehung der T-Helferzelle (Wucherpfennig et al., 2010; Zhang 
und Bevan, 2011; García et al., 2012).
2.1.4 Zytokin-Sezernierung und Immunantwort
Werden CD4+-T-Helferzellen durch den Kontakt mit antigenpräsentierenden Zellen akti-
viert, so synthetisieren sie Zytokine und geben diese in ihre Umgebung ab (Parkin und 
Cohen, 2001). Zytokine sind  hydrophile Signalpeptide, die über die Bindung an Rezep-
toren  das  Wachstum,  die  Differenzierung  und  die  Apoptose  von  Zellen  regulieren 
(Goodbourn et al., 2000; Parkin und Cohen, 2011; Medzhitov, 2007; Broere, 2011). Sie 
sind an der Entstehung von Entzündungen beteiligt und haben einen Einfluss auf die Blut-
gerinnung und den Blutdruck (Parkin und Cohen, 2001; Koolman und Röhm, 2003; Broere 
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et  al.,  2011).  Zu  den  Zytokinen  gehören  die  Interleukine  (IL),  die  Lymphokine,  die 
Monokine, die Chemokine, die Interferone (IFN), die Kolonie-stimulierenden Faktoren und 
die Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF) (Goodbourn et al.,  2000; Parkin und Cohen, 2001; 
Medzhitov, 2007; Levy et al., 2011). Anhand der von den T-Helferzellen ausgeschütteten 
Zytokine  werden  zwei  T-Zelltypen  unterschieden:  T-Helferzellen  vom  Typ  1  (Th1) 
sezernieren den Tumor-Nekrose-Faktor TNF-α, das  Interleukin IL-2 und das Interferon 
IFN-γ  (Goodbourne  et  al.,  2000;  Levy  et  al.,  2011).  T-Helferzellen  vom  Typ  2  (Th2) 
produzieren die Interleukine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 (Parkin und Cohen, 2001).
Die durch die T-Helferzellen (Th2) ausgeschütteten Zytokine fördern die selektive klonale 
Proliferation  der  B-Lymphozyten,  die  Rezeptoren  für  das  individuelle  Erreger-Antigen 
besitzen (Parkin und Cohen, 2001; Broere et al., 2011). Die stimulierten B-Lymphozyten 
reifen zu B-Plasmazellen heran und setzen Erreger-spezifische Antikörper frei (Parkin und 
Cohen,  2001).  Diese zirkulieren als  Immunglobuline im Blut  und agglutinieren Fremd-
proteine (Parkin und Cohen, 2001). Phagozyten und natürliche Killerzellen nehmen die 
Antikörper-markierten Krankheitserreger auf und bauen sie ab (Medzhitov, 2007; Zhang 
und Bevan, 2011). 
2.2 Calcium in T-Lymphozyten und Signaltransduktion
2.2.1 Kanäle und Pumpen in der T-Zelle generieren das Calciumsignal
Bei  einer  Aktivierung  des  T-Zell-Rezeptors  wird  zwischen  der  antigenpräsentierenden 
Zelle und dem T-Lymphozyten eine immunologische Synapse gebildet (Lioudyno et al., 
2008;  Quintana  et  al.,  2011).  Nach  einer T-Zell-Rezeptor-Stimulation  kann  eine 
intrazelluläre  Calciumdynamik  beobachtet  werden (Imboden und Stobo,  1985;  Putney, 
1986; Zweifach und Lewis, 1993; Lewis, 2003). Das Calciumsignal, das im Zentrum der 
T-Zell-Aktivierung steht, ist von vielen Faktoren abhängig und unterliegt der Kontrolle von 
Kanälen, Pumpen und Signalmolekülen (siehe Abb. 5 in Kapitel III, 1.2). 
Aus der Stimulation des T-Zell-Rezeptors resultiert die Tyrosinkinasen-Signalkaskade, in 
deren Verlauf  die  Phospholipase C aktiviert  wird  (Allbritton  et  al.,  1992;  Feske et  al., 
2012). In dem sich anschließenden Phosphatidylinositol-Signalweg wird das Phospholipid 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat  (PIP2),  welches  sich  auf  der  zytoplasmatischen 
Seite der Plasmamembran befindet, in Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol 
(DAG) gespalten (Berridge und Irvine, 1984; Putney, 1986; Meyer et al., 1988; Hoth et al., 
2000;  Parekh und Putney,  2005).  Das IP3 bindet  an den Inositoltrisphosphat-Rezeptor 
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(IP3R) in der Membran des ER (Imboden und Stobo, 1985; Streb et al., 1985; Meyer et al., 
1988; Rizzuto et al., 2009). Zusätzlich wird der IP3R durch Calcium stimuliert, wodurch der 
„Calcium-Induced Calcium Release“ (CICR) induziert wird (Berridge, 1993). Aufgrund der 
Aktivierung durch diese beiden Liganden erfolgt die Freisetzung von Calcium aus dem 
Lumen des ER durch den IP3R in das Zytosol (Imboden und Stobo, 1985; Putney, 1986; 
Lewis, 2003). 
Neben IP3 und Calcium sind an der  Freisetzung von Calcium aus dem ER auch die 
„second  messenger“  zyklische  ADP-Ribose  (cADPR)  und  Nikotinsäureadenin-
dinukleotidphosphat (NAADP) beteiligt (Guse et al.,  1999; Guse, 2009). Beide „second 
messenger“  sind  Liganden  am  Ryanodin-Rezeptor  (RyR),  der  zur  Freisetzung  des 
Calciums  aus  dem  ER  beiträgt  (Schwarzmann  et  al.,  2002;  Kunerth  et  al.,  2004; 
Dammermann und Guse, 2005; Guse, 2012). Das IP3 spielt eine wesentliche Rolle bei der 
initialen Stimulations-Reaktion und cADPR ist sowohl für die initiale Calciumfreisetzung 
als auch für die Signal-Erhaltung entscheidend (Da Silva und Guse, 2000). Dagegen gibt 
es auch Experimente, die auf eine Schlüsselfunktion des NAADP schließen lassen, womit 
die IP3- und cADPR-initiierten Abläufe nachrangig wären (Berg et al., 2000). Die genaue 
zeitliche Abfolge, in welcher die „second messenger“ an die entsprechenden Rezeptoren 
binden und diese aktivieren, ist jedoch noch nicht ganz geklärt (Da Silva und Guse, 2000).
Bedingt  durch  die  Abnahme  der  Calciumkonzentration  im  ER  erfährt  der  „Calcium-
Release Activated Channel“ (CRAC) in  der Plasmamembran eine Stimulation (Putney, 
1986; Liou et al., 2005; Luik et al., 2008). Extrazelluläres Calcium strömt durch den CRAC 
in die T-Zelle, wodurch das zytosolische Calciumsignal verstärkt wird (Penner und Neher, 
1988; Hoth und Penner, 1993; Zweifach und Lewis, 1993). Putney erkannte die Relevanz 
dieses Signalweges bereits 1986 und bezeichnete den Vorgang als „Capacitative Calcium 
Entry“ (Putney, 1986; Putney, 1990). Später wurde die Hypothese experimentell bestätigt 
und  in  „Store-Operated  Calcium  Entry“ (SOCE)  umbenannt  (Putney  und  Bird,  1993; 
Parekh und Putney, 2005; Lewis, 2007; Feske et al., 2012). An der Aufrechterhaltung des 
zytosolischen Calciumsignals sind darüber hinaus noch weitere Kanäle, die sich in der 
Plasmamembran der  T-Zelle  befinden,  beteiligt.  Diese  sorgen  unter  anderem für  eine 
Stabilisierung  des  Membranpotentials  (Kelly  et  al.,  1991,  Ishida  und  Chused,  1993; 
Grissmer et  al.,  1993;  Feske et  al.,  2012).  Das Membranpotential  der T-Zelle  liegt  im 
Ruhezustand bei -60 mV (Ishida und Chused, 1993; Verheugen et al., 1995; Launay et al., 
2004). Aufgrund des Anstiegs der Calciumkonzentration in Folge der T-Zell-Aktivierung 
wird es depolarisiert. Durch die zytosolische Calciumkonzentration wird der Kaliumkanal 
KCa3.1 aktiviert und Kalium strömt in den Extrazellulärraum (Kelly et al., 1991; Feske et 
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al.,  2012).  Damit  wird  eine  Verminderung  der  Depolarisation  des  Membranpotentials 
erzielt. Zusätzlich trägt der spannungsabhängige Kaliumkanal KV1.3 zur Regulation des 
Membranpotentials bei, indem er Kaliumionen in den Extrazellulärraum diffundieren lässt 
(Grissmer et al., 1993; Feske et al., 2012). Neben  Calciumkanälen vom L-Typ (Grafton 
und Thwaite, 2001; Stokes et al., 2004) sind darüber hinaus Kanäle des Typs „Transient 
Receptor  Potential  Melastatin“  (TRP) sowie  weitere Kationenkanäle  und Chloridkanäle 
beteiligt  (Feske  et  al.,  2012).  Mit  dem Abklingen der  T-Zell-Aktivierung  kommt  es  zur 
Rückbildung des Calciumsignals und die erhöhte Calciumkonzentration im Zytosol wird 
durch  das  Ausströmen  des  Calciums  durch  die  Plasmamembran-Calcium-ATPase 
(PMCA) ausgeglichen (Zylinska und Soszynski, 2000; Caride et al., 2001a; Bautista et al., 
2002).  Das  ER  wird  durch  die  Sarkoendoplasmatische  Retikulum-Calcium-ATPase 
(SERCA) wieder  mit  Calcium aufgefüllt  (Launay et  al.,  1997).  Der  CRAC erfährt  eine 
Inaktivierung  durch  negative  Rückkopplung  mit  der  hohen  zytosolischen  Calcium-
konzentration (Zweifach und Lewis, 1995a und 1995b).
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2.2.2 „Store-Operated Calcium Entry“ (SOCE)
Der Mechanismus des SOCE, über den die Information des sich leerenden Calciumspei-
chers an den CRAC in der Plasmamembran weitergetragen wird, war lange Zeit unklar 
(Lewis, 2007). Liou et al. erkannten, dass das „Stromal Interaction Molecule“ (STIM1) in 
der Membran des ER als Calcium-Sensor fungiert (Liou et al., 2005). 
Die STIM1-Proteine sind membrandurchspannend und besitzen eine Calcium-bindende 
Domäne auf der luminalen Seite des ER (Liou et al., 2005). Diese sogenannte EF-Hand-
Domäne,  ein  spezifisches  Aminosäurenmotiv,  hält  Calcium  gebunden,  solange  der 
T-Lymphozyt sich im unaktivierten Zustand befindet (Liou et al., 2005; Zhang et al., 2005). 
In  Folge einer  Stimulation  des T-Zell-Rezeptors sinkt  die Calciumkonzentration  im ER 
Abb. 1:  „Store-Operated Calcium Entry“ (SOCE)
(1) Das Antigen bindet an den T-Zell-Rezeptor und löst eine Signalkaskade im Zytosol aus. Im 
Phosphatidylinositol-Phosphatweg wird neben DAG auch IP3 aus PIP2 durch die 
Phospholipase C (PLC) abgespalten.  Das IP3 aktiviert den IP3R. (2) Durch den  IP3R strömt 
Calcium aus dem ER in das Zytosol. STIM1 fungiert als Calciumsensor und registriert die 
Leerung des Calciumspeichers. (3) Mehrere STIM1 bilden Oligomere und wandern entlang der 
ER-Membran in die Nähe der Plasmamembran. (4) Die STIM1-Oligomere rekrutieren ORAI-
Proteine in der Plasmamembran. (5) Aus den ORAI-Proteinen wird der aktive CRAC gebildet. 
(6) Durch den CRAC kann extrazelluläres Calcium in das Zytosol einströmen.
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aufgrund des Calciumausstroms durch den IP3R (Abb.  1).  Dies geschieht  entlang des 
Calcium-Konzentrationsgefälles  zwischen  dem  ER-Lumen  und  dem  Zytosol.  Die 
Calciumkonzentration im ER-Lumen liegt bei einem Durchschnittswert von 0,4 mM (nach 
Feske, 2007: zwischen 0,1 mM und 0,8 mM) und im Zytosol bei 0,1 µM (Feske, 2007). 
Aufgrund des Sinkens der Calciumkonzentration im ER dissoziiert Calcium aus der EF-
Domäne  des  STIM1-Proteins  (Liou  et  al.,  2005).  Dies  bewirkt  eine  Konformations-
änderung des STIM1 und führt zur Oligomerisierung mehrerer STIM1-Proteine (Zhang et 
al., 2005; Wu et al., 2006; Luik et al., 2008). Die STIM1-Multimere wandern dann entlang 
der ER-Membran in Bereiche, an denen sich das ER nahe der Plasmamembran befindet 
(Abb. 1) (Wu et al., 2006). Dieser Vorgang wird durch Umformungen des ER unterstützt: 
Das ER bildet Ausläufer, die dicht mit STIM1-Molekülen besetzt sind (Shen et al., 2011). 
Diese ER-Ausläufer verlängern sich mit Hilfe von Mikrotubuli und gelangen so in die Nähe 
der Plasmamembran, ohne dabei mit dieser in direkten Kontakt zu treten (Shen et al., 
2011).  Die  STIM1-Moleküle  bilden  daraufhin  Cluster  und  rekrutieren  die  in  der 
Plasmamembran befindlichen ORAI-Proteine (Luik et al.,  2006). Es sind drei  verschie-
dene ORAI-Proteine, ORAI1–3, bekannt (Hou et al., 2012). Die Rekrutierung erfolgt als 
gradueller Prozess: Bei einer vollständigen Aktivierung kommen acht STIM1-Moleküle auf 
die ORAI-Proteine, die zu einer Konformationsänderung angeregt werden und den aktiven 
CRAC ausbilden (Li  et  al.,  2011; Hou et al.,  2012). Der CRAC wird aus sechs ORAI-
Proteinen  gebildet,  wobei  jede  dieser  ORAI-Untereinheiten  strukturell  jeweils  vier 
Transmembran-Helices,  M1–M4,  besitzt  (Hou et  al.,  2012).  Die ORAI-Proteine ordnen 
sich zu einem hexamerischen CRAC an, durch den das Calcium aus dem Extrazellulär-
raum  in  das  Zytosol  gelangen  kann  (Abb.  1)  (Hou  et  al.,  2012).  Dadurch,  dass  die 
Calciumkonzentration im Extrazellulärraum bei circa 1 mM liegt und damit deutlich höher 
ist als im Zytosol mit 0,1 µM, ist für den Transport durch den CRAC keine Energie in Form 
von Adenosintriphosphat erforderlich (Feske, 2007). Das Calcium kann mittels Diffusion 
entlang  des  Konzentrationsgradienten  durch  den  CRAC  in  das  Zytosol  einströmen 
(Feske, 2007; Hou et al., 2012). 
Die Calcium-Spezifität des CRAC wird durch hochaffine Bindung des Calciums an einen 
Glutamat-Ring auf der extrazellulären Seite des Kanals bedingt (Hou et al., 2012). Dieser 
„Ionenfilter“ erklärt die Selektivität des CRAC und die nahezu ausschließliche Permeation 
des CRAC für Calcium-Ionen (Hou et al., 2012). Eine Mutation der Aminosäure Glutamin-
säure zu Asparaginsäure erhöht die Kanal-Permeabilität allerdings für monovalente Ionen 
(Hou et al., 2012). 
Mit Einsetzen des Calciumeinstroms wandern Mitochondrien  an die Plasmamembran  in 
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die  Nähe  des  CRAC  und  nehmen im  Bereich  der  Calcium-Mikrodomäne  das 
einströmende Calcium  auf  (Quintana et al.,  2006). Dadurch bleibt der Calciumeinstrom 
durch  den  CRAC  bestehen  und  das  lokale  Calciumsignal  im  Bereich  der 
immunologischen  Synapse  kann  länger  aufrechterhalten  werden  (Luik  et  al.,  2006; 
Quintana  et  al.,  2011;  Martin  et  al.,  2012).  Das  einströmende  Calcium  bindet  an 
Calmodulin,  ein Protein mit vier Calciumbindungsstellen und einer regulativen Funktion 
(Huang et al., 1981). Sind alle Stellen mit dem Liganden Calcium besetzt, so kommt es 
zur Komplexbildung zwischen Calmodulin und der Phosphatase Calcineurin (Hung et al., 
1981; Persechini und Cronk, 1999; Aramburu et al., 2004). Das aktivierte Calcineurin de-
phosphoryliert  den  Transkriptionsfaktor  „Nuclear  Factor  of  Activated  T-cells“  (NFAT) 
(McCaffrey  et  al.,  1993;  Hogan  et  al.,  2003).  NFAT  wandert  daraufhin  mit  Hilfe  des 
Transportproteins Importin in den Zellkern und reguliert dort die Genexpression (Parekh, 
2010). 
2.2.3 Calciumsignal und Immunreaktion
Das  Calciumsignal  wird  zur  Ausbildung  des  Kontakts  zwischen  der  T-Zelle  und  der 
antigenpräsentierenden  Zelle  benötigt  (Feske,  2007).  Nach  erfolgter  Bindung  des 
Immunrezeptors an ein Antigen kommt es zu einem Anstieg der zytosolischen Calcium-
konzentration (Crabtree, 1989; Feske, 2007). Dabei kooperiert Calcium mit dem „second 
messenger“ IP3 (Berridge, 1993). Die Proliferation und die Differenzierung der T-Zelle wird 
dadurch angeregt (Crabtree, 1989; Feske, 2007). Es werden Zytokine ausgeschüttet, die 
Genexpression wird beeinflusst und ein Einfluss auf die Zell-Mobilität  kann beobachtet 
werden (Feske,  2007;  Cahalan und Chandy,  2009;  Parekh,  2010). Das Calciumsignal 
spielt in T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der RNA-Synthese und bei der mitotischen 
Zellteilung (Whitfield et al., 1968; Feske, 2007). Des Weiteren wird durch Calcium in zyto-
toxischen  T-Zellen  die  Exozytose  proteolytischer  Granula  und  Perforine  stimuliert 
(Schwarz  et  al.,  2013).  Erhöhte  Calciumkonzentrationen  ohne  begleitende 
Co-Aktivierungsprozesse können zur Anergie führen, also zu einer fehlenden immuno-
logischen Reaktion sowohl der T- als auch der B-Lymphozyten gegenüber einem Antigen 
(Gauld et al., 2005, Feske, 2007). Die Anergie, ursächlich bedingt und aufrechterhalten 
durch  eine  Bindung  von  Selbst-Antigenen  im  lymphatischen  Gewebe,  ist  dabei  die 
Voraussetzung zur Entwicklung der Immuntoleranz (Gauld et al., 2005). 
Nicht nur T-Lymphozyten werden durch Calcium aktiviert. Auch die Mastzellen erfahren 
eine Stimulation durch Calcium und werden zur Exozytose und zur Histamin-Sezernierung 
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angeregt  (Pearce,  1985).  Dendritische  Zellen  können  sich  in  Folge  einer  Calcium-
Aktivierung aus myeloischen Vorläuferzellen entwickeln (Feske, 2007; Shumilina et al., 
2011)  und  Makrophagen  sowie  Neutrophile  erfahren  durch  das  Calciumsignal  eine 
Aktivierung ihrer Phagozytose-Fähigkeit (Kruskal und Maxfield, 1987; Feske, 2007).
2.2.3.1    Wirkungen einer Erhöhung der Calciumkonzentration
Die  Wirkungen  der  Calciumsignale  in  T-Zellen  können  anhand  ihrer  Kurz-  oder 
Langfristigkeit unterschieden werden (Feske, 2007). 
Zu  den  kurzfristigen  Folgeerscheinungen  gehört  die  morphologische  Veränderung  der 
T-Lymphozyten (Negulescu et al.,  1996; Delon et  al.,  1998). Ein Anstieg der Calcium-
konzentration bewirkt die Bewegungsminderung und Rundung der Zellen, wodurch der 
Kontakt zwischen T-Zelle und antigenpräsentierender Zelle stabilisiert wird (Negulescu et 
al.,  1996;  Delon  et  al.,  1998).  Die  strukturellen  Umbildungen  in  der  T-Zelle  sind  auf 
Veränderungen des Zytoskeletts und auf eine Reorganisation des Mikrotubuli-Netzwerkes 
zurückzuführen (Kupfer et al., 1986; Delon et al., 1998). Ebenso als kurzfristige Wirkung, 
bedingt  durch  eine  Erhöhung  der  Calciumkonzentration,  kann  die  Aktivierung  der 
zytotoxischen T-Zellen angesehen werden (Feske, 2007). Deren zytolytische Eigenschaft 
setzt  kurze Zeit  nach einem Kontakt  mit  der antigenpräsentierenden Zelle ein (Feske, 
2007).  Dabei  kann  es  sich  um  eine  Zeitdauer  von  nur  wenigen  Minuten  handeln,  in 
welcher die zytotoxischen Proteasen über eine Calcium-vermittelte Exozytose sezerniert 
werden (Lyubchenko, 2001). 
Die langfristigen Calcium-Effekte sind die auf der Transkriptionsebene stattfindenden Pro-
zesse (Feske, 2007). Über die Stimulation der Genexpression kann die Differenzierung 
naiver T-Zellen in Th1 oder Th2 angeregt werden (Dolmetsch et al., 1997; Leitenberg und 
Bottomly, 1999; Arrol et al., 2008). Des Weiteren wird das Wachstum (Weiss et al., 1984) 
und die Proliferation von T-Effektorzellen gefördert (Feske, 2007; Parekh, 2010). Aufgrund 
der  Wirkung  der  Calcium-initiierten  Signalkette  auf  die  Genexpression,  die  durch 
Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, werden Zytokine produziert (Crabtree, 1989). Diese 
haben einen Einfluss auf die Genexpression anderer Immunzellen (Avni und Rao, 2000).
Die Transkriptionsfaktoren,  welche sich für  die Umsetzung des Calciumsignals  in  eine 
veränderte Genexpression verantwortlich zeigen, sind unter anderem der „Nuclear Factor 
of  Activated  T-cells“ (NFAT)  (Hogan  et  al.,  2003;  Macian,  2005),  das  „Cyclic-AMP 
Response Element-Binding protein“ (CREB),  der „Nuclear Factor κB“ (NF-κB) und der 
„Myocyte-Enhancer Factor 2A“ (MEF2). Die Transkriptionsfaktoren erzielen ihre Wirkung 
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durch die  Variation  von  DNA-Anbindungsmöglichkeiten  und  Methylierungen.  Beispiels-
weise  induziert  NFAT  eine  Umbildung  des  Chromatins  in  der  frühen  Phase  sich 
differenzierender  T-Zellen  (Avni  und  Rao,  2000;  Hogan  et  al.,  2003).  Das  Signal  zur 
Translokation aus dem Zytosol  in  den Zellkern erhält  NFAT durch Dephosphorylierung 
mittels der Calcium-aktivierten Phosphatase Calcineurin (Feske et al., 2007; Hogan et al., 
2003).  Der  Vorgang  wird  über  dynamische  Veränderungen  der  Calciumkonzentration 
kontrolliert  und  im  Fall  der  NFAT-vermittelten  Gentranskription  ist  eine  wiederholte 
Signalgebung durch Calcium erforderlich, um die angestrebte Genexpression zu bewirken 
(Dolmetsch  et  al,  1997).  In  diesem  Zusammenhang  spielt  die  Bindungsstärke  des 
Antigen-Liganden  an  den  T-Zell-Rezeptor  bezüglich  des  Musters  und  der  Stärke  der 
daraus  resultierenden  Signaltransduktion  eine  entscheidende  Rolle  (Leitenberg  und 
Bottomly, 1999). Das Calciumsignal wird für einige Stunden aufrecht erhalten und variiert 
in  Amplitude,  Dauer  und  Frequenz,  wobei  das  Signalmuster  in  Abhängigkeit  der  zu 
erzielenden  Genexpression  unterschiedlich  ist  (Dolmetsch  und  Lewis,  1994;  Feske, 
2007). 
Als  Reaktion  auf  eine  Aktivierung  des  T-Zell-Rezeptors  sind  unter  bestimmten 
Bedingungen Oszillationen beobachtbar oder das Calciumsignal weist eine biphasische 
Form auf.
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3 Calciumdynamik in T-Lymphozyten
3.1 Oszillierendes Calciumsignal
Der  Entwicklung  der  naiven  T-Zellen  aus  den  Vorläuferzellen  im  Thymus  geht  ein 
oszillierendes Calciumsignal voraus, wodurch die Thymozyten in ihrer Bewegung abge-
bremst werden und in Kontakt mit Antigenen treten können (Bhakta et al., 2005). Diese 
Calcium-induzierte  Umstrukturierung  und  Bewegungsminderung  findet  auch  in  reifen 
T-Lymphozyten statt (Negulescu et al., 1996; Delon et al., 1998). Nach Antigenkontakt des 
T-Zell-Rezeptors  können  bei  der  Signalweiterleitung  Calcium-Oszillationen  auftreten 
(Tsien et al., 1982a; Imboden und Stobo, 1985; Dolmetsch und Lewis, 1994). Die Stimula-
tion des T-Zell-Rezeptors wird in einen Anstieg der zytosolischen Calciumkonzentration 
umgesetzt  (Tsien  et  al.,  1982a;  Imboden  und  Stobo,  1985),  um  die  Ausbildung  der 
immunologischen Funktionen zu erreichen (Crabtree, 1989). 
In Experimenten konnte als Reaktion auf die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors ein oszil-
lierendes  Calciumsignal  mit  einer  durchschnittlichen  Periode  von  5–60  s  beobachtet 
werden  (Abb.  2; Dolmetsch und Lewis,  1994).  Die  Erklärung für  diesen  sogenannten 
„zytosolischen Calcium-Oszillator“ wurde im dynamischen Gleichgewicht der sich wieder-
holenden Leerung und  Füllung des Calciumspeichers  gesucht  (Berridge  und Galione, 
1988; Meyer und Stryer, 1988). Die Idee dabei war, dass, aufgrund der Abhängigkeit des 
„Oszillators“ sowohl von Calcium als auch von IP3, die Ursache für das Oszillieren in der 
wiederholten Calcium-Freisetzung durch den IP3R mit wechselnder ER-Wiederauffüllung 
durch die SERCA zu finden sein müsste (Berridge und Galione, 1988; Meyer und Stryer, 
1988; Berridge, 1993). Dabei wurde ein kooperatives Feedback zwischen dem IP3R und 
der Phospholipase C vorausgesetzt (Meyer und Stryer, 1988). So wurde der IP3-aktivierte 
ER-Calciumspeicher als einzige Quelle und gleichzeitiger Motor des „Calcium-Oszillators“ 
angesehen  (Imboden  und  Stobo,  1985).  Die  hypothetische  Beschränkung  auf  den 
Vorgang der Speicher-Leerung und -Befüllung als  alleinigen Verursacher  der Calcium-
Oszillationen wurde zunächst scheinbar dadurch gefestigt, dass die Entfernung des extra-
zellulären Calciums sich erst zeitlich versetzt auf die Oszillationen auszuwirken schien 
(Woods et al., 1986). Der „Calcium-Oszillator“ konnte also noch einige Zeit in Calcium-
freier Umgebung weiterarbeiten (Woods et al., 1986). Dynamische Fluktuationen in der 
IP3-Konzentration  wurden  als  Auslöser  der  Calcium-Oszillationen  jedoch  durch  die 
Versuche von Wakui et al. ausgeschlossen (Wakui et al., 1989). In weiteren Experimenten 
konnte gezeigt werden, dass der Einstrom extrazellulären Calciums für die Oszillationen 
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von  entscheidender  Bedeutung  ist  (Lewis  und  Cahalan,  1989;  Dolmetsch  und  Lewis, 
1994). 
Eine  Aktivierung  der  T-Zelle  durch  die  Leerung  des  ER-Calciumspeichers  mit  dem 
SERCA-Blocker Thapsigargin (TG), wie in Abbildung 2 dargestellt, führt in Abhängigkeit 
der  extrazellulären  Calciumkonzentration  zu  zytosolischen  Calcium-Oszillationen  mit 
variabler  Amplitude  und  einer  Periode  von  90–120  s  (Lewis  und  Cahalan,  1989; 
Dolmetsch und Lewis, 1994). Zu Calcium-Oszillationen kommt es, wenn Thapsigargin im 
Bereich  bestimmter  Konzentrationen  eingesetzt  wird.  Dies  ist,  wie  Abbildung  2 
veranschaulicht,  bei  einer  Thapsigargin-Konzentration  von  15  nM  zu  beobachten 
(Dolmetsch und Lewis, 1994). Die Abbildung 3 zeigt, dass sowohl der Calciumgehalt des 
Speichers,  als  auch die  Stärke des Einstroms extrazellulären Calciums,  innerhalb  der 
jeweiligen  Oszillationszyklen  in  Abhängigkeit  der  Thapsigargin-Dosis  schwanken 
(Dolmetsch  und  Lewis,  1994).  Die  resultierenden  Oszillationen  entsprechen,  ohne 
zusätzliche  Mitogenaktivierung,  denjenigen  bei  einer  T-Zell-Rezeptor-Stimulation 
(Dolmetsch und Lewis, 1994).
Abb. 2:  Calcium-Oszillationen in einer T-Zelle
In humanen Jurkat-Zellen wird Calcium mit 
Fura‑2 angefärbt und unter dem Fluoreszenz-
mikroskop beobachtet.  
Die Calciumkonzentration zeigt eine starke Ab-
hängigkeit von der Dosis an Thapsigargin (TG) 
über einen zeitlichen Verlauf von 1500 Sekunden.
(A) Unter Zugabe von 1 nM TG steigt die 
Calciumkonzentration, ausgehend von etwa 
22 nM, langsam an und erreicht nach etwa 300 s 
ein Plateau bei circa 55 nM. 
(B) Unter Zugabe von 15 nM TG sind syn-
chrone Oszillationen erkennbar, zunächst bis 
1100 s mit ansteigender Amplitude, ab der maxi-
malen Calciumkonzentration von 2000 nM mit ge-
ringer werdender Amplitude. 
(C) Unter Zugabe von 100 nM TG nimmt die 
Calciumkonzentration sprunghaft mit einem 
„Peak“ von 500 nM bei circa 250 s zu. Dann wird 
mit einer Konzentration von etwa 1500 nM im 
zeitlichen Verlauf ab 500 s die Plateauphase 
erreicht. 
(entnommen aus:  Dolmetsch und Lewis, 1994;
Abb. 1 „einzelne Zelle“)
EINLEITUNG 19
Eine zentrale Rolle bei der Generierung des Calciumsignals und den Oszillationen über-
nehmen die CRAC in der Plasmamembran (Putney, 1986; Dolmetsch und Lewis, 1994; 
Liou et  al.,  2005;  Luik  et  al.,  2008).  Aufgrund der Leerung des ER-Calciumspeichers, 
in vitro durch Thapsigargin ausgelöst, kommt es zum SOCE durch die CRAC (Dolmetsch 
und Lewis,  1994).  Die Inhibierung der SERCA-Pumpe in der ER-Membran mittels  der 
Blocker Thapsigargin, Cyclopiazonsäure oder Tertiär-Butylhydrochinon führt zu einer Ver-
stärkung des Calciumeinstroms durch den CRAC, ohne dass der Signalkette eine IP3-
Produktion  durch  die  Phospholipase  C  vorausgegangen  ist  (Takemura  et  al.,  1989; 
Putney, 1990). 
Die zytosolische Calciumdynamik wird sowohl durch das Ausströmen des Calciums aus 
dem ER als auch durch das Einströmen extrazellulären Calciums verursacht (Lewis und 
Cahalan, 1989; Dolmetsch und Lewis, 1994; Bautista et al., 2002).
Bezüglich der Calciumsignale in T-Killerzellen konnte gezeigt werden, dass die Oszillatio-
nen in etwa 20% der T-Zellen auftreten, wenn diese mit dem Mitogen Phytohämagglutinin 
oder monoklonalen Antikörpern stimuliert werden (Hess et al., 1993). Eine Aktivierung der 
T-Zellen mittels des SERCA-Blockers Thapsigargin, wodurch eine Leerung des Calcium-
Speichers erreicht  wird  und über  den SOCE ein Einstrom von Calcium resultiert,  löst 
hingegen bei T-Killerzellen keine Calcium-Oszillationen aus (Hess et al., 1993). Die Akti-
vierung mit Thapsigargin bewirkt hier zwar einen Calcium-Anstieg, jedoch keine starken 
Calcium-Fluktuationen,  wie  sie  bei  der  Stimulation  des  T-Zell-Rezeptors  mit  Phyto-
hämagglutinin beobachtbar sind (Hess et al., 1993). Im Vorfeld der Mitogen-induzierten 
Oszillationen ist ein deutlicher Anstieg in der Konzentration des zytosolischen Calciums 
feststellbar, der auf den Ausstrom des Calciums aus dem ER zurückzuführen ist (Hess et 
al.,  1993). Die Oszillationen resultieren dann in der Folge durch den Calcium-Einstrom 
aus dem Extrazellulärraum (Hess et al., 1993). Dabei ist die Aufrechterhaltung des negati-
ven Potentials der Plasmamembran entscheidend, um den Calciumeinstrom längerfristig 
zu ermöglichen (Hess et al., 1993). 
Abb. 3:   Abhängigkeit der Calcium-
  Oszillationen von Thapsigargin
Anteil der Zell-Population, der in Abhängigkeit der 
TG-Dosis oszilliert. 
TG-Exposition für 800 s bei einer extrazellulären 
2 mM Ca2+-Konzentration. 




Das einzelne Signal, das durch den „second messenger“ IP3 und die Leerung des ER-
Calciumspeichers mit anschließendem Calcium-Einstrom durch den CRAC gebildet wird, 
erscheint, wie in Abbildung 4 gezeigt, zweiphasig (Putney, 1990; Bautista et al., 2002). 
 
Das biphasische Calciumsignal  resultiert  aus der  Stimulation  des T-Zell-Rezeptors mit 
einem monoklonalen Antikörper. Wie in Abbildung 4 dargestellt, besteht das Signal aus 
einem deutlichen Maximum mit einer Amplitude von 1,17 µM zytosolischem Calcium über 
eine  Dauer  von  200  s  und  einer  sich  anschließenden  Plateauphase  im  Bereich  von 
0,5 µM über eine Dauer von 600 s (Bautista et al., 2002). Der „Calciumpeak“ kann sowohl 
mit der Calcium-Freisetzung aus dem ER in Verbindung gebracht werden, als auch mit 
dem Calciumeinstrom durch den CRAC in Zusammenhang stehen (Bautista et al., 2002). 
Die Plateauphase wird auf das verspätete Einsetzen der PMCA zurückgeführt, die beim 
Abklingen  der  Aktivierung  für  das  Ausströmen des Calciums aus dem Zytosol  in  den 
Extrazellulärraum verantwortlich ist (Bautista et al., 2002). 
Abb. 4:  Biphasisches Calciumsignal
Stimulation einer Jurkat-T-Zelle mit dem 
Antikörper OKT3. Die Zelle befindet sich 
in 2 mM-Calcium-Medium.
Es kommt zu einem „Calciumpeak“ im 
Zytosol mit einer Amplitude von 1,17 µM 
(Leerung des ER-Calciumspeichers und 
SOCE) mit anschließender Plateau-
phase (Calciumkonzentration wird durch 
die PMCA gesenkt).
(entnommen aus: Bautista et al., 2002; 
Abb. 1A)
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4 Modellierung der Calciumdynamik in T-Zellen
Das  Calciumsignal  und  die  Calciumdynamik  in  T-Lymphozyten  stehen  in  engem  Zu-
sammenhang  mit  der  Entstehung  von  Autoimmunkrankheiten  und  der  Transplantat-
Abstoßung (Partiseti et al., 1994; Gauld et al., 2005; McCarl et al., 2010; Feske, 2011). 
Dies  beruht  darauf,  dass  Calcium  für  die  Aktivierung  von  T-Lymphozyten,  ihre 
Differenzierung und ihre immunologische Funktion eine bedeutende Rolle spielt. 
Vor diesem Hintergrund wird in der vorliegenden Arbeit  ein Modell  vorgestellt,  das als 
Grundlage dienen kann, um Pharmaka zu untersuchen, die ihre immunsuppressive Wir-
kung  durch  Unterdrückung  des  Anstiegs  der  Calciumkonzentration  in  T-Lymphozyten 
ausüben.  Das  Modell  wird  dabei  im  Kontext  (siehe  Kapitel  II,  4.2)  vorangegangener 
Calcium-Modelle gesehen, die im Folgenden beschrieben werden (Kapitel II, 4.1).
4.1 Calcium-Modelle
T-Zellen sind, im Gegensatz zu Neuronen, nicht elektrisch erregbar (Lewis and Cahalan, 
1989). Sie sind folglich nicht zur Generierung von Aktionspotentialen in der Lage, zeigen 
jedoch in Folge ihrer Aktivierung zytosolische Calcium-Oszillationen (Hess et al.,  1993; 
Dolmetsch und Lewis, 1994) oder biphasische Calciumsignale (Bautista et al., 2002). Es 
existieren in der Literatur nur wenige Modelle mit dem Schwerpunkt auf der Simulation der 
Calciumdynamik in T-Lymphozyten.
4.1.1 Modell der Calciumdynamik an der immunologischen Synapse
Das  Modell  von  Martin  et  al.  veranschaulicht  die  Calciumdynamik  an  der  immuno-
logischen Synapse einer T-Zelle und berücksichtigt zusätzlich die Kaliumdynamik (Martin 
et al., 2012). Dies ist dadurch begründet, dass nach der Aktivierung der T-Zelle und dem 
Calciumeinstrom durch den CRAC calciumabhängige Kaliumkanäle aktiviert werden, die 
durch einen Ausstrom des Kaliums aus der T-Zelle das negative Membranpotential ge-
währleisten und so den Anstieg der zytosolischen Calciumkonzentration aufrechterhalten 
(Hess  et  al.,  1993;  Cahalan  und  Chandy,  2009).  Dieser  Zusammenhang  zwischen 
Calcium- und Kaliumionen ist Grundlage des mathematischen Modells  von Martin et al. 
Es  beschreibt  die  Dynamik  von  Calcium  und  Kalium  bei  der  Ausbildung  der 
immunologischen Synapse nach erfolgter T-Zell-Aktivierung (Lioudyno et al., 2008; Martin 
et  al.,  2012).  Das  Ziel  der  Modellierung  ist  dabei  insbesondere  die  größenmäßige 
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Abschätzung der Kalium-Anreicherung im synaptischen Spalt und die Untersuchung der 
Auswirkungen auf die Konzentration des zytosolischen Calciums (Abb. 1 in Martin et al., 
2012). Da der Spalt der immunologischen Synapse sehr klein ist, sind Ergebnisse aus 
Experimenten zur Konzentrationsbestimmung des Kaliums im Bereich der Synapse kaum 
verfügbar, was die Simulation des Ein- und Ausstroms von Ionen mittels eines mathemati-
schen Modells nahelegt (Cahalan und Chandy, 2009; Martin et al.,  2012). Das Modell 
umfasst die Darstellung der Kaliumdiffusion im Spalt der immunologischen Synapse und 
die  damit  in  Zusammenhang  stehenden  Ionenströme  von  Kalium  und  Calcium.  Die 
immunologische Synapse zwischen der antigenpräsentierenden Zelle und der T-Zelle wird 
im Modell räumlich in zylindrischer Form repräsentiert  und es werden zwei Typen von 
Kalium-Kanälen (KV1.3 und KCa3.1) sowie der CRAC als Calciumkanal in das Modell über-
nommen (Lioudyno et al., 2008; Martin et al., 2012). Die T-Zell-Plasmamembran wird als 
Kondensator modelliert und die Kanäle sind als Widerstände mit der treibenden Kraft der 
Ionen als Spannungsquelle integriert (Hodgkin und Huxley, 1952; Martin et al., 2012). Die 
PMCA wird bezüglich des Membranpotentials im Modell von Martin et al., 2012 nicht be-
rücksichtigt (Thomas, 2009; Martin et al., 2012). In die Gleichung für den Calciumstrom 
durch den CRAC gehen nicht direkt physiologische Werte aus der Literatur ein, sondern 
die  Stromgleichung  wird  im  Modell  mit  Parametern  aufgestellt,  die  an  experimentelle 
Daten angepasst werden („empirical fit“) (Martin et al., 2012). Mithilfe des Modells kann 
gezeigt werden, dass in aktivierten T-Zellen das Kalium im synaptischen Spalt von 5,0 mM 
auf 5,2–10,0 mM ansteigt und Kalium-Kanäle in den Membranen am synaptischen Spalt 
akkumulieren (Abb. 4A in Martin et al., 2012). Dadurch kommt es in der Folge zu einer Ab-
nahme des Kaliumausstroms aus der Zelle und das zytosolische Calcium erfährt keine 
weitere Konzentrationszunahme (Abb. 4D in Martin et al., 2012). Die Untersuchung der 
Vorgänge am synaptischen Spalt  im Rahmen der mathematischen Modellierung zeigt, 
dass  extrazelluläres  Kalium inhibitorisch auf  das  Calciumsignal  wirkt  und damit  einen 
negativen  Feedback-Mechanismus  auslöst  (Hess  et  al.,  1993;  Cahalan  und  Chandy, 
2009; Martin et al., 2012).
4.1.2 Modell des „Store-Operated Calcium Entry“
Bei Kowalewski et al. erfolgt die Modellierung der Calciumdynamik zwar nicht explizit für 
die T-Zelle, jedoch wird der Beitrag des SOCE zur Generierung von Calcium-Oszillationen 
anhand mathematischer Simulationen betrachtet (Kowalewski et al.,  2006). Hierzu wird 
ein Modell  vorgestellt,  das aus gewöhnlichen Differentialgleichungen aufgebaut  ist  und 
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welches sowohl die zytosolische Calciumkonzentration als auch die Calciumkonzentration 
im ER sowie die Konzentration von IP3 im zeitlichen Verlauf nach erfolgter Aktivierung 
wiedergibt (Kowalewski et al.,  2006). Das Modell nimmt dabei jedoch anstelle der real 
existierenden  Verknüpfung  der  ER-Leerung  mit  dem  SOCE über  das  Molekül  STIM1 
einen hypothetischen Calciumeinstrom-Faktor (CIF) an und entspricht in diesem Punkt 
nicht den physiologischen Verhältnissen (Liou et al. 2005; Kowalewski et al., 2006; Lewis, 
2007). Darüber hinaus findet die Modellierung nicht auf experimenteller Basis statt und 
verwendet in der Erstellung der Gleichungen vielfach Konstanten, so zum Beispiel die 
„SOC production constant“ (Kowalewski et al., 2006), anstatt quantitativer Daten aus der 
Literatur (Meyer-Hermann, 2007; Schmeitz et al., 2013). Aus dem Resultat der Simulation 
des SOCE-Anteils am Calciumsignal (Kowalewski et al., 2006) kann jedoch die Erkenntnis 
gezogen  werden,  dass  der  SOCE für  die  Amplitude  und  die  Frequenz  von  Calcium-
Oszillationen  von herausragender  Bedeutung  ist  (Abb.  5  und  6  in  Kowalewski  et  al., 
2006).  Bestimmte  experimentelle  Befunde  (Dolmetsch  und  Lewis,  1994;  Gregory  und 
Barritt,  2003)  finden  sich  durch die  mathematischen  Simulationen  (Kowalewski  et  al., 
2006) somit bestätigt. Des Weiteren werden zwei grundlegende Ansätze der Modellierung 
des IP3R miteinander verglichen (Kowalewski  et  al.,  2006):  Das Mak-McBride-Foskett-
Modell (Mak et al., 1998) wird dem De Young-Keizer-Modell (De Young und Keizer, 1992) 
gegenübergestellt. Die beiden Modellierungsansätze unterscheiden sich darin, dass das 
De Young-Keizer-Modell  ein vereinfachtes kinetisches Modell generell  für IP3R darstellt 
(De Young und Keizer, 1992), das Mak-McBride-Foskett-Modell hingegen ist spezifisch für 
die IP3R-Typen 1 und 3 erstellt und basiert auf experimentellen Messungen (Mak et al., 
1998).  Die  in silico-Versuche  von  Kowalewski  et  al.  zeigen  im  Vergleich  der  IP3R-
Modellierungsansätze hinsichtlich der Auswirkungen auf  die Calciumdynamik,  dass die 
resultierenden Oszillationen des zytosolischen Calciums bezüglich  ihrer  Frequenz und 
Amplitude  in  Abhängigkeit  des  jeweils  verwendeten  IP3R-Modells  variieren  (Abb.  3  in 
Kowalewski et al., 2006). Mit dem Mak-McBride-Foskett-Modell werden, im Vergleich zum 
De Young-Keizer-Modell,  größere  Amplituden  bei  geringerer  Frequenz  erzielt  (Abb.  3 
und 4 in Kowalewski et al., 2006). Darüber hinaus bestehen in Bezug auf diejenigen IP3-
Konzentrationen, im Bereich derer die Calcium-Oszillationen überhaupt auftreten können, 
Unterschiede  zwischen  dem  De Young-Keizer-Modell  und  dem  Mak-McBride-Foskett-
Modell  (Abb.  4  in  Kowalewski  et  al.,  2006).  Das  De Young-Keizer-Modell  lässt 
Oszillationen lediglich innerhalb des engen IP3-Konzentrationsbereichs zwischen 30 nM 
und 43 nM zu, dagegen sind beim Mak-McBride-Foskett-Modell Oszillationen für alle IP3-
Konzentrationen  oberhalb  eines  Schwellenwertes  von  12  nM  gegeben  (Abb.  4B  in 
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Kowalewski et al., 2006). Die von Kowalewski et al. durchgeführten Simulationen erörtern 
einerseits  die  Relevanz  der  jeweiligen  Auswahl  von  Modellierungsansätzen  und 
andererseits wird der Stellenwert des SOCE für zytosolische Calcium-Oszillationen betont 
(Kowalewski et al., 2006).
4.2 Vorteile des neu entwickelten Calciumdynamik-Modells
Ziel  der  mathematischen  Modellierung  der  Calciumdynamik  in  T-Lymphozyten  ist  die 
quantitative  Analyse  des biphasischen Calciumsignals  nach erfolgter  T-Zell-Aktivierung 
(Schmeitz et al.,  2013). Mit den Simulationen werden experimentelle Resultate  in silico 
dargestellt und verschiedene Einflüsse auf die Calciumkonzentration können untersucht 
werden.  Darauf  aufbauend  erfolgt  die  Erstellung  von  Prognosen  zur  Entwicklung  der 
Calciumdynamik unter bestimmten Bedingungen.
Die Motivation zur Erstellung eines Calciumdynamik-Modells der T-Zelle wird durch den 
Aspekt der Umsetzung physiologischer Einzelkanal-Charakteristika in das Modell begrün-
det. Als Grundlage dienen hierbei voneinander unabhängige, experimentell durchgeführte, 
spezifische quantitative Messungen zur Aktivierung und Inaktivierung der Transmembran-
proteine  sowie  zu  den  jeweiligen  Abhängigkeiten  und  Leitfähigkeiten  der  Kanäle  und 
Pumpen  (Meyer-Hermann,  2007).  Aufgrund  der  Implementierung  von  Einzelkanal-
Eigenschaften in das Modell wird die Anzahl der unbekannten Parameter im Modell auf 
ein Minimum reduziert und die Aussagekraft der mathematischen Simulationen wird inten-
siviert und erweitert (Meyer-Hermann, 2007; Schmeitz et al., 2013).
4.2.1 Experimentelle Grundlagen
Einige der Calciumdynamik-Experimente, die mit den Simulationen repräsentiert werden 
können,  sind  Messungen,  bei  denen  zur  Aktivierung  der  T-Zelle  die  SERCA-Blocker 
Thapsigargin oder Cyclopiazonsäure verwendet werden (Quintana et al., 2006; Luik et al., 
2008). Dies könnte dazu führen, dass in diesen Experimenten vorrangig die Entstehung 
des  biphasischen  Calciumsignals  beobachtet  wird  und  die  Ausbildung  von  Calcium-
Oszillationen eher nicht auftritt (Hess et al., 1993). In einem anderen Experiment, dessen 
Resultate mit  dem Calciumdynamik-Modell  dargestellt  werden können,  wird die T-Zell-
Stimulation mit einem monoklonalen Antikörper durchgeführt (Bautista et al., 2002). Auch 
in diesem Falle wird ein biphasisches Calciumsignal beschrieben (Abb. 1 in Bautista et al., 
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2002), auf das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verstärkt eingegangen werden wird 
(siehe  Kapitel  IV).  Einerseits  sind  es  die  Beiträge  des  CICR,  die  das  biphasische 
Calciumsignal in T-Zellen generieren (Bautista et al., 2002). Mit dem CICR ist hier der 
Anteil  des  freigesetzten Calciums aus dem ER in  das Zytosol  gemeint,  der  mit  einer 
Leerung des ER-Calciumspeichers und folglich mit einer Erhöhung der Konzentration des 
zytosolischen Calciums einhergeht  (Dolmetsch und Lewis,  1994;  Fomina et  al.,  2000; 
Dadsetan  et  al.,  2008).  Andererseits  spielt  der  SOCE  und  damit  der  Einstrom 
extrazellulären Calciums durch den CRAC eine wesentliche Rolle  für  den Anstieg der 
Calciumkonzentration im Zytosol (Putney, 1986; Bautista et al., 2002; Liou et al., 2005; 
Feske, 2007). Die Beiträge des CICR und des SOCE zur Konstituierung des biphasischen 
Calciumsignals  können  anhand  der  Simulationen  mit  dem  Calciumdynamik-Modell 
untersucht  werden. Um diesen Anforderungen gerecht werden zu können,  verfügt das 
Calciumdynamik-Modell der T-Zelle über spezielle Eigenschaften.
4.2.2 Realisierung von Einzelkanal-Charakteristika
In  der  oben  beschriebenen  Untersuchung  der  Calciumdynamik  und  des  SOCE 
(Kowalewski  et  al.,  2006)  werden für  die  Simulationen jeweils  Gesamt-Calciumströme 
anstelle  des  spezifischen  Calciumein-  bzw.  Calciumausstroms  durch  einzelne  Kanäle 
berücksichtigt. In die mathematische Darstellung der Differentialgleichung für die Calcium-
dynamik im Zytosol gehen somit jeweils die Gesamtströme ein. Das heißt in diesem Falle, 
dass unter den Bezeichnungen „JER channel“ (Gleichung (1) in Kowalewski et al., 2006) 
beziehungsweise  „JPM channel“  die  jeweiligen  Calcium-Gesamtströme  durch  die  ER-
Membran  und  durch  die  Plasmamembran  zusammengefasst  werden.  Das  hier 
vorgestellte Calciumdynamik-Modell der T-Zelle basiert hingegen auf der mathematischen 
Umsetzung  von  Einzelkanal-Charakteristika  aller  relevanten  Calciumkanäle  und 
berücksichtigt bei der Kalkulation des Stromflusses die expliziten Ionenströme durch den 
jeweiligen  Kanal  (nach  Meyer-Hermann,  2007).  Separate  Berücksichtigung  finden  im 
Modell von Kowalewski et al. die beiden Calciumpumpen SERCA und PMCA (Gleichung 
(1)  und  (2)  in  Kowalewski  et  al.,  2006),  die  sich  in  der  ER-Membran  und  der 
Plasmamembran  befinden,  und  in  diesem  Modell  zur  Veränderung  der  zytosolischen 
Calciumkonzentration  beitragen.  Der  CRAC wird  mit  seinen  Kanaleigenschaften  nicht 
modelliert, sondern erfährt nur indirekte Beachtung in der mathematischen Repräsenta-
tion der „Store-Operated Channels“ (SOC) (Gleichung (13) in Kowalewski et al., 2006). 
Das neue Calciumdynamik-Modell der T-Zelle dagegen integriert  sowohl die PMCA als 
EINLEITUNG 26
auch die SERCA, darüber hinaus auch den CRAC und den IP3R. Die Pumpen und Kanäle 
werden im Calciumdynamik-Modell der T-Zelle insbesondere hinsichtlich ihrer jeweiligen 
Aktivierungs- und Inaktivierungswahrscheinlichkeiten, ihrer Leitfähigkeiten und ihrer Ab-
hängigkeiten in Bezug auf Spannungsänderungen oder Calciumkonzentrationen charakte-
risiert. Bei Martin et al. findet sich zwar eine T-Zell-spezifische Repräsentation des CRAC, 
jedoch  basiert  diese  bezüglich  des  Calciumeinstromes  auf  der  Summation  empirisch 
angepasster Parameter (Gleichung (2) in Martin et al., 2012) und nicht – wie es im neuen 
Calciumdynamik-Modell der T-Zelle umgesetzt wird – auf der Verwendung von Messdaten 
zur quantitativen Bestimmung der Leitfähigkeit des CRAC. Zudem wird, im Gegensatz zu 
dem hier vorgestellten Modell der Calciumdynamik in der T-Zelle, die PMCA bei Martin et 
al. nicht als einzelner Kanal modelliert, sondern der Calciumausstrom durch die PMCA 
mittels einer Michaelis-Menten-Kinetik angenähert (Gleichung (3) in Martin et al., 2012). 
4.2.3 Physiologische Repräsentation des SOCE
Ein weiteres wichtiges Kriterium für  die Erarbeitung des neuen T-Zell-Modells  ist  eine 
experimentell etablierte mathematische Realisation des SOCE. Bei der Darstellung des 
SOCE in Kowalewski et al. wird – im Gegensatz zum neuen Calciumdynamik-Modell –
darauf verzichtet, das STIM1, welches für die Informationsweitergabe zwischen dem ER-
Calcium-Füllungszustand und dem Einstrom extrazellulären Calciums verantwortlich ist, 
einzugliedern. Stattdessen wird von einem hypothetischen „Calcium-Influx Factor“ (CIF) 
ausgegangen (Gleichungen (13)–(15) in Kowalewski et al., 2006). Vermutlich ist dies mit 
den in der damaligen Zeit noch bestehenden Ungereimtheiten bezüglich der Identität des 
Überträgermoleküls  zwischen  dem  ER  und  der  Plasmamembran  zu  erklären  (Lewis, 
2007) sowie mit der Tatsache, dass ein allgemeines Modell aufgestellt wird – ohne die 
Festlegung  auf  einen  spezifischen  Zelltyp  (Kowalewski  et  al.,  2006).  Einer  etwas 
unphysiologischen Repräsentation entspricht zudem die mathematische Umsetzung des 
Calcium-Füllungszustandes des ER: Hier arbeitet das Modell von Kowalewski et al. mit 
einem  Schalter  (Gleichung  (16)  in  Kowalewski  et  al.,  2006).  Dies  lässt  jedoch  eine 
dynamische Simulation mit graduellen Übergängen nicht zu. Das neue Calciumdynamik-
Modell der T-Zelle simuliert den SOCE daher auf der Basis quantitativer experimentell 
durchgeführter  Messungen,  die  einen  direkten  Zusammenhang  zwischen  dem  ER-
Calcium-Füllungszustand und der CRAC-Rekrutierung beweisen (Luik et al., 2008). Der 
Calciumgehalt des ER wird dabei unter Beachtung der gerichteten Calciumströme durch 
die SERCA und den IP3R dynamisch simuliert.
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4.2.4 Berücksichtigung der Dichten der Transmembranproteine
Mit der Aktivierung des T-Lymphozyten aus dem Ruhezustand heraus verändert sich die 
Dichte einiger Transmembranproteine, darunter die der Kaliumkanäle (Decoursey et al., 
1987; Grissmer et al., 1993; Martin et al., 2012) sowie die des CRAC (Luik et al., 2006; Li 
et  al.,  2011;  Hou  et  al.,  2012).  Von  einer  Erhöhung  der  Anzahl  der  Kanäle  wird 
beispielsweise bezüglich der Kaliumkanäle KCa3.1 und KV1.3 ausgegangen (Decoursey et 
al.,  1987; Grissmer et al.,  1993). In der Modellierung von Martin et al. wird eine feste 
Anzahl  an  Kaliumkanälen  jeweils  für  KV1.3  sowie  KCa3.1  in  den  Gleichungen  für  die 
Kaliumströme in  einem aktivierten T-Lymphozyten angenommen (Gleichungen (5)  und 
(10) in Martin et al., 2012). Die Dichte der CRAC in der Plasmamembran wird dabei nicht 
in das Modell integriert (Gleichung (2) in Martin et al., 2012). Da der CRAC jedoch erst  
nach der Aktivierung der T-Zelle aus den ORAI-Proteinen rekrutiert wird (Luik et al., 2006; 
Hou  et  al.,  2012)  und  dann  mit  bis  zu  zehntausend  Exemplaren  vertreten  sein  kann 
(Parekh,  2010),  erfolgt  die  Darstellung  der  CRAC-Dichte  im  neuen  Calciumdynamik-
Modell in Form einer separaten Differentialgleichung, um die Dynamik dieser Dichte zu 
berücksichtigen.  Bis  dato  ist  das  hier  vorgestellte  Modell  das  erste  Calciumdynamik-
Modell  eines T-Lymphozyten, in welchem die dynamische Proteindichte für den CRAC 
mathematisch umgesetzt wird. 
Das  neue  Calciumdynamik-Modell  berücksichtigt  zudem  explizit  die  quantitative 
Darstellung der Calciumkanäle SERCA, IP3R und PMCA. Alle Transmembranproteine, die 
in die Differentialgleichungen zur Repräsentation des zeitlichen Verlaufs der zytosolischen 
Calciumkonzentration  und  des  Calciumgehalts  im  ER  eingehen,  werden  mit  ihren 
Ionenströmen integriert und jeweils mit ihrer spezifischen Dichte multipliziert (nach Meyer-
Hermann,  2007).  Zur  Bestimmung  der  Anzahl  der  Kanäle  oder  Pumpen  in  der 
Plasmamembran  und  dem ER werden  nach  Möglichkeit  Literaturdaten  herangezogen 




1 Technische Grundlagen des Calciumdynamik-Modells der T-Zelle
Die Modellierung der Calciumdynamik der T-Zelle hat sowohl die Reproduktion experi-
menteller  Befunde  zum  Ziel,  unter  anderem  die  Repräsentation  des  biphasischen 
Calciumsignals (Bautista et al., 2002), als auch die Generierung darüber hinausgehender 
Prognosen. Mit einem auf diese Weise experimentell validierten mathematischen Grund-
modell wird eine Basis für zukünftige pharmakologische in silico-Versuche geschaffen. Die 
exakte physiologische Umsetzung von experimentell gewonnenen Daten in die Gleichun-
gen,  die  das  mathematische  T-Zell-Grundmodell  bilden,  ist  daher  unumgänglich. 
Sämtliche Parameter,  die  zur  Charakterisierung von Kanälen und Pumpen nötig  sind, 
werden daher im (elektro-)physiologischen Sinne in das Modell übertragen. 
1.1 Modellierung mit Differentialgleichungen
Bezüglich  der  Aufstellung  der  Differentialgleichungen  wird  dem  Modell  der  Calcium-
dynamik in T-Zellen das Modell  der Elektrophysiologie der Betazelle (Meyer-Hermann, 
2007) zugrunde gelegt und entsprechend der Besonderheiten der T-Lymphozyten variiert 
und umgearbeitet.
1.1.1 Elektrophysiologie als Grundlage
Mit dem elektrophysiologischen Modell der Betazelle, auf dem das T-Zell-Modell technisch 
basiert,  werden  Vorhersagen  zur  Bedeutung  einzelner  Kanäle  und  zur  Abfolge  der 
Ereignisse  bei  der  Generierung  der  Glukose-stimulierten  Calcium-Oszillationen  sowie 
zusätzlich zu der Dynamik der Natrium- und Kaliumionen getroffen, welche experimentell 
verifiziert werden können (Meyer-Hermann, 2007). Die Calciumdynamik, die in Betazellen 
beobachtbar  ist  und  repetitive  Einzelsignale  sowie  Oszillationen  umfasst,  kann  für 
verschiedene  experimentelle  Situationen  in silico simuliert  werden  (Meyer-Hermann, 
2007). Zur Generierung der Simulationen baut das Modell dabei auf dem physiologischen 
Mechanismus  der  Betazell-Aktivierung  auf:  Die  Glukose  wird  in  den  Betazellen 
metabolisiert  und  als  Produkt  resultiert  Adenosintriphosphat  (ATP),  welches  die 
Kaliumkanäle inhibiert (Rorsman, 2005). In der Folge kommt es zu einem verminderten 
Ausstrom  von  Kalium,  wodurch  die  Zellmembran  depolarisiert  wird  und  spannungs-
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abhängige  Calciumkanäle  eine  Aktivierung  erfahren.  Daraufhin  strömt  Calcium  in  die 
Betazelle  und  stimuliert  die  Exozytose  der  insulingefüllten  sekretorischen  Vesikel 
(Rorsman, 2005). 
Das elektrophysiologische Modell  der Betazelle  ist  folgendermaßen aufgestellt  (Meyer-
Hermann, 2007):
Es beinhaltet sämtliche relevanten Ionenkanäle und Pumpen und gibt diese in physio-
logischer  Form  wieder,  unter  Einbeziehung  ihrer  jeweiligen  Aktivierungs-  und 
Inaktivierungs-Parameter.  Das  Modell  repräsentiert  eine  Betazelle,  die  als  singulär 
betrachtet  und  nicht  in  den  Kontext  der  Langerhansschen-Inseln  gestellt  wird.  Die 
mathematische  Umsetzung  der  biologischen  Verhältnisse  in  das  Modell  erfolgt  in  der 
Form von Differentialgleichungen, dabei sind Calcium, Kalium und Natrium in jeweils einer 
Gleichung  dargestellt  sowie  das  Membranpotential  in  einer  weiteren  Gleichung.  Die 
genannten  Differentialgleichungen  beinhalten  algebraische  Gleichungen  für  die 
Aktivierungs- und Inaktivierungs-Wahrscheinlichkeiten der Transmembranproteine und der 
jeweiligen Ionenströme sowie für die Berechnungen im Zusammenhang mit der Calcium-
Bindungsfähigkeit  des  Calmodulins  und  bezüglich  der  räumlichen  Gegebenheiten  der 
Betazelle.  In  die  Gleichungen  zur  Errechnung  der  Ionenströme  durch  spannungs-
abhängige  Kanäle  ist  das  Umkehrpotential  integriert,  welches  die  Konzentrations-
gradienten  der  Ionen  auf  beiden  Seiten  der  Membran  und  die  daraus  resultierende 
Auswirkung auf den Stromfluss berücksichtigt. Die erforderlichen Parameter für die Be-
rechnungen  zur  Modellierung  der  Transmembranproteine  werden  weitestmöglich  aus 
Experimenten übernommen. Hierzu muss als Annahme vorausgesetzt werden, dass die 
Kanal-Eigenschaften autonom sind und, unabhängig vom beobachteten Zelltyp, in ihrer 
grundlegenden charakteristischen Arbeitsweise und bezüglich der jeweiligen Parameter 
immer gleich sind. Die Dichte der Proteine in der Plasmamembran wird variabel modelliert 
und nach Verfügbarkeit  jeweils aus der Literatur entnommen oder als freier Parameter 
behandelt. Um den biologischen Gegebenheiten zu entsprechen, wird die Betazelle aus 
dem  Gleichgewichtszustand  („steady  state“)  heraus  mit  Glukose  stimuliert.  Die  ATP-
Dynamik  ist  nicht  in  das  Modell  integriert,  ebenso wird  das ER nicht  als  dynamische 
Calcium-Ressource berücksichtigt.  Die  Auswirkungen der  Stimulation  auf  die  Calcium-
konzentration, das Membranpotential, die Stärke der Ionenströme sowie auf die jeweilige 
Aktivierungs-Wahrscheinlichkeit der einzelnen Transmembranproteine sind im Modell über 
einen  Zeitraum  von  Minuten  in silico beobachtbar.  So  sind  in vitro-Experimente 
reproduzierbar und hinsichtlich der Beteiligung der Ionenströme von Calcium, Kalium und 
Natrium sowie in Bezug auf die Abfolge der Kanalaktivierung bei der Generierung von 
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Calcium-Oszillationen analysierbar. Zusätzlich können darüber hinausgehende Prognosen 
und Vorschläge für weitere Experimente entwickelt werden. 
Das im Folgenden beschriebene T-Zell-Modell orientiert sich bezüglich der mathematisch-
strukturellen Charakterisierung der Kanalproteine und der gesonderten Berücksichtigung 
der Proteindichten am Betazell-Modell.
1.1.2 Mathematische Umsetzung des T-Zell-Modells
Für das Calciumdynamik-Modell der T-Zelle wird ein vergleichbarer methodischer Aufbau 
wie  für  das  oben  beschriebene  Betazell-Modell  gewählt.  Zur  Simulation  der  Calcium-
dynamik in T-Lymphozyten müssen die Charakteristika der Transmembranproteine sowie 
biophysikalische und physiologische Gegebenheiten mathematisch im Modell verwirklicht 
werden, um damit aussagekräftige Resultate zu erhalten und zukünftig pharmakologische 
Simulationen  in silico  durchführen zu können. Ein erster Ansatz ist es, ein Grundmodell 
der Calciumdynamik der T-Zelle aufzustellen, welches – analog zum Modell der Betazelle 
– sämtliche Transmembranproteine enthält, die für die Calciumdynamik von Bedeutung 
sind.  Da das ER in T-Zellen eine wesentliche Rolle für  den SOCE spielt  (Penner und 
Neher, 1988), ist es darüber hinaus erforderlich, die Transmembranproteine in der ER-
Membran sowie das Potential der ER-Membran in das Modell zu integrieren. Dabei ist 
auch  die  Beachtung  des  Umkehrpotentials  zur  Berechnung  der  Stromstärke  durch 
spannungsabhängige Kanäle wesentlich (Hille, 1992). 
Mit einem Modell, das zunächst vorrangig die Calciumdynamik berücksichtigt und bei dem 
auf eine differenziertere Betrachtung der Membranpotentiale verzichtet wird, gelingt es, 
signifikante und verifizierte Ergebnisse zu erzielen (Schmeitz et al., 2013). Das hier vorge-
stellte  Calciumdynamik-Modell  der  T-Zelle  steht  dabei  im  Kontext  bisheriger  Calcium-
Modelle (Kapitel II, 4) (Marhl et al., 1997; Schuster et al., 2002; Kowalewski et al., 2006; 
Martin  et  al.,  2012).  Die  Stärke  des  hier  vorgestellten  Calciumdynamik-Modells  liegt 
jedoch  in  der  speziellen  Berücksichtigung  der  Proteindichten  (nach  Meyer-Hermann, 
2007) und einer weitestmöglich physiologischen Umsetzung der biologischen Parameter 
im Rahmen der mathematischen Modellierung. Damit unterscheidet sich das Modell von 
bisherigen  Simulationen  deutlich  und  ist  aufgrund  der  realistischen  Umsetzung  zur 
Durchführung zukünftiger pharmakologischer in silico-Szenarien geeignet.
In der vorliegenden Arbeit folgt die methodische Beschreibung des Modells (Kapitel III, 
1.2–2.8) der Veröffentlichung zur Modellierung der Calciumdynamik der T-Zelle (Schmeitz 
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et al., 2013). Es wird der Modellansatz vorgestellt und es werden die Annahmen erläutert, 
welche aus technischen Gründen für  das  Modell  getroffen werden.  Dabei  werden die 
Eigenschaften der Calcium-leitenden Transmembranproteine in der Plasmamembran und 
im ER vorgestellt.
1.2 Modellansatz und Annahmen
Der Modellansatz geht von einem einzelnen T-Lymphozyten aus, der in Bezug auf drei 
Kompartimente berücksichtigt wird: Extrazellulärraum, Zytosol und ER. Das ER wird stell-
vertretend für die calciumspeichernden Organellen der T-Zellen (ER und Mitochondrien) 
dargestellt. Die Calciumdynamik des Zytosols und des ER wird in Form von gewöhnlichen 
Differentialgleichungen wiedergegeben.  Sowohl  die Plasmamembran als  auch die  ER-
Membran  sind  in  das  Modell  integriert.  Die  Kanäle  und  Pumpen  in  den  Membranen 
verbinden die Kompartimente durch den Ein- oder Ausstrom von Calcium. Im Modell wird 
der ruhende sowie der aktivierte Zustand der T-Zelle durch die Eigenschaften der Trans-
membranproteine und durch ihre Anzahl in der Plasmamembran beziehungsweise in der 
ER-Membran charakterisiert. Die Einzelkanal-Charakteristika der Transmembranproteine, 
die  in  das  Modell  eingehen,  basieren  auf  experimentellen  Messungen.  Diese  sind 
unabhängig von den Calciumdynamik-Experimenten, mit denen das Modell validiert wird 
(Bautista et al., 2002; Quintana et al., 2006; Luik et al., 2008).
Die Calciumströme durch die Kanäle werden gemäß dem Ohmschen Gesetz über den 
elektrochemischen Gradienten ermittelt. In die Berechnung wird zudem die Spannungs-
abhängigkeit  beziehungsweise  die  Calciumabhängigkeit  der  Aktivierung  sowie  der  In-
aktivierung  des  Kanals  einbezogen.  Der  Ionenstrom  durch  die  Pumpen  wird  in 
Abhängigkeit  der  aktivierenden  Liganden  Calcium  und/oder  IP3 modelliert.  Die  ATP-
Konzentration wird für den hier vorgestellten grundlegenden Modellansatz zur Kalkulation 
der  Ionenströme  durch  die  Pumpen  nicht  herangezogen.  Für  das  Modell  wird  die 
Annahme getroffen, dass ATP in ausreichender Menge vorhanden ist, so dass von einer 
optimalen Pumpenfunktion ausgegangen werden kann. 
Das untenstehende, stark vereinfachte Schema (Abb. 5) gibt einen Überblick über die 
T-Zelle mit den Transmembranproteinen, die im Modell berücksichtigt werden: 
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Im Modellansatz werden nicht alle Kanäle und Pumpen, die für die T-Zelle beschrieben 
worden sind, integriert, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunächst ein Grundmodell 
erarbeitet  wird.  Dieses  wird  für  Simulationen  verwendet,  mit  denen  experimentelle 
Resultate reproduziert und analysiert werden können. Darauf aufbauend wäre das Modell 
in einem zweiten Schritt unter Hinzunahme weiterer Kanäle komplexer zu gestalten. 
Hier  werden  zunächst  jedoch  ausschließlich  die  Transmembranproteine  in  der 
Abb. 5:  Schema der T-Zelle als Grundlage des Modells
Die Signaltransduktion nach Antigen-Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) erfolgt durch die 
Freisetzung von IP3 durch die Phospholipase C (PLC). Durch den Inositoltrisphosphat-Rezeptor 
(IP3R) strömt Calcium aus dem ER. Die Calciumsensor-Moleküle STIM1 (türkise Rauten) bilden 
daraufhin Oligomere und rekrutieren den „Calcium-Release Activated Channel“ (CRAC) in der 
Plasmamembran (graue Doppellinie). Calcium strömt durch den CRAC in das Zytosol (hellgrau) 
und bindet an Calmodulin (Cal).  
Calmodulin bildet mit Calcineurin (Cne) einen Komplex und dephosphoryliert den 
Transkriptionsfaktor NFAT (petrolfarbenes Fünfeck, mit symbolischer Phosphatabspaltung). Bei 
Abklingen der T-Zell-Aktivierung strömt Calcium durch die Plasmamembran-Calcium-ATPase 
(PMCA) zurück in den Extrazellulärraum und das ER wird durch die Sarkoendoplasmatische 
Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA) wieder mit Calcium aufgefüllt.
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Plasmamembran und der ER-Membran, die für das zytosolische Calciumsignal entschei-
dend sind, berücksichtigt (Abb. 5). Dies sind der CRAC und die PMCA in der Plasma-
membran  sowie  der  IP3R  und  die  SERCA  in  der  ER-Membran.  Zum  Ablauf  der 
Signaltransduktion mit Generierung des Calciumsignals wird auf die Beschreibung in der 
Einleitung verwiesen (Kapitel II, 2.2). Der Ryanodin-Rezeptor (RyR) in der ER-Membran 
(Dammermann und Guse,  2005)  sowie die Calciumkanäle vom L-Typ und die TRPM-
Kanäle (Grafton und Thwaite, 2001; Stokes et al., 2004; Feske et al., 2012) werden nicht 
modelliert. Auch auf die Darstellung der Kaliumkanäle KCa3.1 und KV1.3 (Kelly et al., 1991; 
Grissmer  et  al.,  1993;  Feske  et  al.,  2012)  wird  im  Calciumdynamik-Modell  verzichtet. 
Bezüglich der „second messenger“, die das Modell beinhaltet, erfolgt eine Beschränkung 
auf IP3.  Um eine Überparametrisierung der Gesamt-Calciumströme der T-Zelle zu ver-
meiden, werden die Transmitter cADPR und NAADP (Guse et al., 1999; Guse, 2009) nicht 
in das Modell einbezogen. Im Zusammenhang mit  einer Berücksichtigung des RyR im 
Rahmen einer  Modell-Weiterentwicklung sollten cADPR und NAADP jedoch modelliert 
werden,  da sie eine Rolle  für  die Leerung der  Calciumspeicher  spielen und sich  ver-
stärkend beziehungsweise regulierend auf das Calciumsignal auswirken (Da Silva und 
Guse, 2000; Berg et al., 2000).
Die  freie  zytosolische  Calciumkonzentration  (C)  ist  von  Veränderungen  des  Calcium-
stroms zwischen dem Extrazellulärraum und dem Zytosol sowie entsprechend auch vom 
Calciumstrom zwischen dem Zytosol und dem ER abhängig (Abb. 5). Es sind zwei Trans-
membranproteine in der Plasmamembran für den Austausch von Calcium zwischen dem 
Extrazellulärraum und dem Zytosol entscheidend: Die PMCA transportiert Calcium aktiv 
aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum (Bautista et al., 2002; Zylinska und Soszynski, 
2000) und der CRAC erlaubt einen passiven elektrochemischen Calciumeinstrom (SOCE) 
in das Zytosol (Penner und Neher, 1988; Hoth und Penner, 1993; Zweifach und Lewis, 
1993; Prakriya und Lewis, 2002; Kozak et al., 2002; Parekh, 2010). Die Dichte der aktiven 
CRAC (ρCRAC) in der Plasmamembran nimmt zu, wenn die Calciumkonzentration im ER 
(CER) sinkt (Luik et al., 2008). Das Calcium verlässt das ER durch den IP3R als Reaktion 
auf eine Aktivierung durch IP3 und Calcium (CICR) (Meyer et al., 1988; Mak et al., 1998; 
Parekh  und  Putney,  2005;  Foskett  et  al.,  2007).  Die  SERCA  in  der  ER-Membran 
transportiert  Calciumionen  aktiv  aus  dem Zytosol  in  das  ER und  erhält  dadurch  den 
chemischen Calciumgradienten zwischen dem Zytosol und dem ER aufrecht (Dolmetsch 
und Lewis, 1994, Wuytack et al., 1994).
METHODEN 34
2 Calciumdynamik-Modell der T-Zelle
2.1 Calciumdynamik im Zytosol
Die Calciumkonzentration im Zytosol beträgt im ruhenden Zustand einer Jurkat-T-Zelle 
0,1 µM (Bautista et  al.,  2002;  Feske,  2007).  Im ER kann der Calciumgehalt  zwischen 
0,1 mM  und  0,8  mM  liegen,  in  Abhängigkeit  des  Aktivierungszustandes  der  T-Zelle 
(Feske,  2007).  Bei  einer  Jurkat-T-Zelle  im  Ruhezustand  ist  im  ER  eine  Calcium-
konzentration von 0,4 mM messbar (Luik et al., 2008). Entsprechend wird im Modell für 
den  Ruhezustand  (ohne  Stimulation  des  T-Zell-Rezeptors)  eine  zytosolische 
Calciumkonzentration C0 von 0,1 µM und eine ER-Calciumkonzentration CER,0 von 0,4 mM 
eingesetzt.
Die  Calciumdynamik  im  Zytosol  wird  durch  jeweils  zwei  Transmembranproteine  ent-
sprechend  für  den  Ein-  und  Ausstrom  von  Calcium  bestimmt.  Die  freie  zytosolische 
Calciumkonzentration C kann daher beschrieben werden mit
(1)
wobei zCa = 2 für die Ladung des Calciumkations steht und F für die Faraday-Konstante. 
Die  Faktoren  ξ sowie  ξERC repräsentieren  die  geometrischen  Oberflächen-Volumen-
Verhältnisse  der  Plasmamembran  zum  Zytosol  sowie  der  ER-Membran  zum  Zytosol 
(Gleichung (16) und (17)). Die Dichte der Transmembranproteine in den entsprechenden 
Membranen  ist  mit  ρX wiedergegeben  und  IX steht  für  den  elektrischen  Strom,  der, 
vermittelt  durch  Calcium,  durch  das  jeweilige  Protein  fließt.  Es  ist  durch  Konvention 
festgelegt, dass Kationen, die aus dem Extrazellulärraum oder aus dem ER in das Zytosol 
einströmen, als negativer elektrischer Strom gewertet werden (Hille, 1992). Kationen, die 
aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum oder das ER einströmen, stellen entsprechend 
einen positiven elektrischen Strom dar (Hille, 1992). 
Die Bindekapazität  der zytosolischen calciumbindenden Proteine,  darunter Calmodulin, 
wird approximiert mit
. (2)
Es wird  vorausgesetzt,  dass  die  Calcium-Bindung  und  -Freisetzung  durch Calmodulin 
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nicht auf der Zeitskala der Ionendynamik stattfindet,  sondern deutlich schneller abläuft 
(„rapid buffer approximation“). In der Gleichung steht b0 für die absolute Konzentration der 
Calciumbindungsstellen und  Kb ist  die Dissoziationskonstante der Calciumbindung. Der 
Anteil des freien Calciums berechnet sich dann durch
. (3)
Das wesentliche calciumbindende Protein im Zytosol ist das Calmodulin mit vier Calcium-
bindungsstellen. In der Literatur existieren unterschiedliche Angaben zur Konzentration 
des Calmodulins im Zytosol in Abhängigkeit vom betrachteten Zelltyp und dem Organ, aus 
dem die Zelle stammt (Kakiuchi et al., 1982; Tansey et al., 1994; Persechini und Cronk, 
1999).  Als  realistischer  durchschnittlicher  Wert  erscheint  eine Calmodulinkonzentration 
von 25 µM, korrespondierend mit einer Calciumbindungsstellenkonzentration b0 = 100 µM. 
Die Dissoziationskonstante  Kb wird in Abhängigkeit des Anteils der freien zytosolischen 
Calciumkonzentration in  nicht-erregbaren Zellen (fC ≈ 0,1%) (Mogami et  al.,  1999) auf 
einen Wert von Kb = 0,1 µM festgelegt.
2.2 Calciumdynamik im ER
Die Dynamik der Calciumkonzentration im ER (CER) wird, analog zur Calciumdynamik im 
Zytosol, beschrieben mit 
. (4)
Dabei steht der Faktor ξER für das geometrische Verhältnis zwischen der Oberfläche und 
dem  Volumen  des  ER  (Gleichung  (18)).  Die  Bindekapazität  der  calciumbindenden 
Proteine im ER wird analog zu Gleichung (3) approximiert mit
. (5)
Es wird – ebenso wie bei Gleichung (3) – davon ausgegangen, dass die Calcium-Bindung 
und  -Freisetzung  durch  calciumbindende  Proteine  im  ER  nicht  auf  der  Zeitskala  der 
Ionendynamik stattfindet, sondern deutlich schneller abläuft („rapid buffer approximation“). 
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Der Anteil der Konzentration an freiem Calcium im ER berechnet sich dann als
. (6)
Im ER wird das Calcium durch die Proteine Calsequestrin  und Calreticulin  gebunden. 
Calsequestrin besitzt drei hochaffine Bindungsstellen und drei weniger affine Bindungs-
stellen  für  Calcium  (Sanchez  et  al.,  2012).  Calreticulin  besitzt  zwei  verschiedene 
Domänen. Eine davon hat mit K = 0,01 mM eine hohe Calciumaffinität, allerdings verfügt 
diese  über  eine  nur  geringe  Bindekapazität  mit  0,6–1  M Ca2+/M Protein  (Baksh  und 
Michalak, 1991). Die andere Domäne bindet mit einer niedrigen Affinität von K = 2 mM, 
aber  mit  einer  hohen  Bindekapazität  von  18  M Ca2+/M Protein  (Baksh  und  Michalak, 
1991).  Da  das  Calreticulin  mehr  als  50%  des  Calciums  im  ER-Lumen  bindet 
(Vandecaetsbeek  et  al.,  2011),  wird  nur  dieses  im  Modell  berücksichtigt.  Die  Kon-
zentration des freien Calciums ist im ER etwa 20-fach so hoch wie im Zytosol (Mogami et 
al., 1999), so dass der Anteil des freien ER-Calciums fC,ER 0,02% beträgt. Dieser Faktor 
kann  mit  einer  Calciumbindungsstellen-Konzentration  bER,0 = 30 mM  und  einer 
Dissoziationskonstanten  KER,b = 0,1 mM erreicht werden, wobei diese  KER,b einen Mittel-
wert zwischen beiden Calciumbindungsdomänen darstellt.
2.3 IP3-Dynamik
Der „second messenger“  IP3 wird in  Folge einer  T-Zell-Rezeptor-Stimulation durch die 
Phospholipase C generiert,  deren  Aktivierung calciumabhängig  ist  (Michal,  1999).  Die 
Produktion des IP3, hier P, wird daher beschrieben mit 
, (7)
wobei βP die Produktionsrate und γP die Abbaurate darstellt. Die Hill-Funktion ist definiert 
als
, (8)
mit  K als derjenigen Konzentration der Substanz  X, bei der die Hill-Funktion den halb-
maximalen Wert erreicht, und n als Hill-Koeffizient, mit dem die Steigung der Hill-Funktion 
bestimmt wird.
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Die Abbaurate in Gleichung (7) wird über die Gleichgewichtsbedingungen („steady state“) 
für IP3 in Gleichung (35) bestimmt. Die Produktionsrate durch die Phospholipase C ist 
abhängig von einem Anstieg der Calciumkonzentration (Michal, 1999) und wird durch die 
Hill-Funktion  in  Gleichung  (7)  reguliert.  Dadurch  kommt  es  zu  einer  positiven  Rück-
kopplung zwischen Calcium und IP3. Die Produktionsrate wird durch Anpassung  („fitting“) 
erhalten (siehe Kapitel  III,  2.8)  und hat  einen entscheidenden Einfluss auf  die rasche 
Erhöhung  der  Calciumkonzentration  nach  der  Stimulation  des  T-Zell-Rezeptors.  Die 
Produktion wird darüber hinaus durch die zeitabhängige Funktion T(t) beeinflusst, welche 
den  Grad  der  T-Zell-Rezeptor-Stimulation  angibt.  Im  Ruhezustand  wird  davon 
ausgegangen, dass T = 1 gilt. Zur Stimulation des T-Zell-Rezeptors wird T variiert.
Die Gleichgewichtskonzentration P0 des IP3 ist ein kritischer Parameter, der die Reaktivität 
der T-Zelle über die Aktivierung des IP3R bestimmt. Daher wird der Parameter  P0 durch 
„fitting“ erhalten (Kapitel III, 2.8).
2.4 Membranpotential und Umkehrpotential
Das Ruhepotential der Plasmamembran liegt bei V = -60 mV (Ishida und Chused, 1993; 
Verheugen et al.,  1995; Launay et al.,  2004). Für das Modell wird dabei die Annahme 
getroffen, dass das Membranpotential durch die Calciumströme keine Änderung erfährt 
und  V  =  V0  gilt. Der elektrische Strom, der mit den fließenden Kationen korrespondiert, 
wird somit durch andere Ionen ausgeglichen. Des Weiteren wird vorausgesetzt, dass das 
Ruhepotential der ER-Membran ebenso -60 mV beträgt, so dass gilt: VER,0 = V0 = -60 mV. 
Das ER und das Zytosol sind folglich elektrisch ausgeglichen (Taylor und Dale, 2012). Der 
Calciumstrom aus dem ER führt zu geringen Fluktuationen des ER-Potentials (Marhl et 
al., 1997), die hier jedoch nicht berücksichtigt werden. Es wird demnach für das Modell 
VER = V angenommen.
Mit dieser Annahme ist das Umkehrpotential ausschließlich vom chemischen Gradienten 
abhängig. Die Nernst-Gleichung wird verwendet, um das Umkehrpotential im Verlauf der 
dynamischen Änderungen der Calciumkonzentration zu berechnen:
. (9)
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Dabei  ist  R die  molare  Rydberg-Gaskonstante  mit  R =  8.315 J/(K mol),  T ist  die 
Temperatur mit T = 310 K und F ist die Faraday-Konstante.
Für viele Ionenkanäle ist das Verhältnis zwischen dem Ionenstrom I und der Spannung V 
nicht so linear,  wie es für die Calciumströme  IX in den Gleichungen (23) und (28) be-
schrieben  wird.  Das  Umkehrpotential  für  den  CRAC  wird  daher  um  ΔVC =  78  mV 
korrigiert.  Damit  kann  eine  korrekte  lineare  Extrapolation  des  Strom-Spannungs-
Verhältnisses des CRAC mit einem Umkehrpotential  von  VC ≈ 50 mV erreicht werden 
(Abb. 1 in Luik et al.,  2008; Abb. 2 in Prakriya und Lewis, 2002). Diese Annahme gilt 
jedoch nur für Depolarisationen unterhalb von V = 50 mV.
Mit dem Umkehrpotential für Calcium im ER (VC,ER) wird analog verfahren, so dass hier 
eine Korrektur ΔVC,ER vorgenommen wird. Da dieser Wert nicht bekannt ist, wird er durch 
„fitting“ bestimmt (siehe Kapitel III, 2.8).
2.5 T-Zell-Geometrie
Eine exakte räumliche Analyse der Ionenströme in der T-Zelle wird mit  dem hier reali-
sierten Modellansatz, welcher auf Differentialgleichungen basiert, nicht durchgeführt. Dies 
ist  damit  zu  begründen,  dass  es  sich  bei  den  T-Lymphozyten  um sehr  kleine  Zellen 
handelt. Der Radius einer unaktivierten T-Zelle beträgt nur etwa 2,4 µm (Grissmer et al., 
1993). Die T-Zelle kann sich bei Aktivierung auf etwa 7,5 µm vergrößern (Goldsby et al., 
2003),  jedoch  wird  diese  Dynamik  im  Modellansatz  nicht  berücksichtigt.  Eine  lokale 
Erhöhung der Calciumkonzentration in einer T-Zelle führt  sehr schnell  zu einer durch-
schnittlichen  Steigerung  der  Gesamt-Calciumkonzentration  im  Zytosol  (Feske,  2007; 
Martin  et  al.,  2012).  Im  Modell  wird  daher  davon  ausgegangen,  dass  aufgrund  der 
geringen Zellgröße des T-Lymphozyten rasch ein Ausgleich der lokalen Konzentrations-
gradienten stattfindet. Es werden deshalb die durchschnittlichen zytosolischen Calcium-
konzentrationen beziehungsweise die durchschnittlichen Calciumkonzentrationen im ER 
berücksichtigt.  Die  Dynamik  der  Konzentrationen  wird  in  Abhängigkeit  der  separat 
betrachteten Ionenströme durch die  an der  Konzentrationsänderung beteiligten  Trans-
membranproteine  und deren entsprechende Dichten  errechnet.  Der  Ionenstrom  IX der 
durch den Kanal oder die Pumpe fließt, wird jeweils mit der zugehörigen Proteindichte ρX 
multipliziert. Die aus den Calciumströmen resultierende Calciumdynamik im Zytosol und 
im ER steht folglich aufgrund der Berücksichtigung der Proteindichten im Zusammenhang 
mit  der  Oberflächengröße  der  Kompartimente.  Damit  die  Ionenkonzentration  richtig 
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berechnet werden kann, muss für jedes Transmembranprotein die Relation zwischen dem 
Calciumstrom IX und der Proteindichte ρX berücksichtigt werden. 
2.5.1 Volumen des Zytosols und Berechnung der Zelloberfläche
Der  Radius  kann  als  fester  Parameter  zur  Errechnung  des  Zellvolumens  und  der 
Zelloberfläche dienen.  Für die Veränderungen der Calciumkonzentration im Zytosol ist 
jedoch  nicht  das  Zellvolumen,  sondern  das  zytosolische  Volumen  Vcyt  entscheidend. 
Dieses  ergibt  sich  aus  dem  Zellvolumen  Vcell abzüglich  der  Volumina  des  Zellkerns 
(Vnucleus) und des ER (VER). Um eine Überparametrisierung zu vermeiden, wird auf eine 
Darstellung  der  Mitochondrien  –  sowohl  hinsichtlich  ihrer  räumlichen  Komponente  als 
auch in ihrer Funktion als Calciumspeicher – im Modell verzichtet. 
Demnach  führen  der  Zellkern  und  das  ER  zu  einer  Verkleinerung  des  zytosolischen 
Volumens:
.          (10)
Für den Zellkern der T-Lymphozyten kann von einem Radius Rnucleus von
         (11)
mit einem Faktor  fR ≈ 0,8 für humane T-Zellen (Kono et al., 2013) beziehungsweise mit 
einem fR ≈ 0,25 für Jurkat-T-Zellen ausgegangen werden. Das Volumen des ER VER kann 
anteilig am Zellvolumen mit
         (12)
angenähert werden, dabei sind für den Faktor  fV unterschiedliche Werte zu finden. Es 
findet sich generell für T-Zellen fV ≈ 0,1 (Alberts et al., 1994). Für Jurkat-T-Zellen hingegen 
wird das Verhältnis zwischen dem Zellvolumen Vcell und dem ER-Volumen VER durch den 
Faktor fV ≈ 0.01 (Bergling et al., 1998) dargestellt, welcher auch im Modell verwendet wird. 
Das zytosolische Volumen ergibt sich demnach aus: 
.          (13)
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2.5.2 Oberfläche des ER
Für die Oberfläche des weitverzweigten ER AER existieren keine exakten Literaturdaten, 
daher wird folgende Näherung verwendet: 
.          (14)
Die  kompliziert  gefaltete  und verzweigte  Oberfläche des ER wird  mit  einer  Kugel  der 
Oberfläche AER und des Volumens VER approximiert und – um die reale ER-Oberfläche zu 
simulieren – mit dem Faktor fA multipliziert. Der Faktor bezieht sich auf die Faltung des ER 
und aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen einer T-Zelle kann für das Ausmaß der 
Oberflächenfaltung des ER ein Faktor von fA = 30 angenommen werden (Bergling et al., 
1998). Dabei wird für das Modell lediglich das Produkt aus fA mit  fV2/3 berücksichtigt. Die 
beiden Parameter sind entsprechend redundant,  werden jedoch aufgrund ihrer physio-
logischen Bedeutung getrennt betrachtet. 
2.5.3 T-Zell-Größe und Volumen des ER
Die  Größe  eines  humanen  T-Lymphozyten  kann  aus  der  Membrankapazität  von 
Cm = 0,028 pF/µm2 (Gentet et al.,  2000; Göpel et al.,  2004; Su et al., 2005) unter Ver-
wendung einer Gesamtzellkapazität von Ccell ≈ 2 pF (Grissmer et al., 1993; Fomina et al., 
2000) errechnet werden. Mit Ccell/Acell = Cm erhält man den Radius Rcell:
.          (15)
Es resultiert Rcell ≈ 2,4 µm und dieser Wert korrespondiert mit der Zelloberfläche, für die 
Acell = 72,4 µm2 bestimmt wurde (Gentet et al., 2000; Göpel et al., 2004; Su et al., 2005). 
Dem  Calciumdynamik-Modell  liegen  Experimente  zugrunde,  die  mit  Jurkat-T-Zellen 
durchgeführt wurden. Diese Zellen sind etwas größer als normale T-Lymphozyten und das 
Zellvolumen wurde mit 2 pl angegeben (Bautista et al., 2002). Daraus ergibt sich für das 
Calciumdynamik-Modell  ein  Radius  von  Rcell =  8  µm  und  eine  Zelloberfläche  von 
Acell = 804,2 µm2.
Mit einem gegebenen Zellradius Rcell  und den Faktoren fV, fR und fA (Kapitel III, 2.5.1 und 
2.5.2) können die Oberflächen-Volumen-Verhältnisse, die in den Gleichungen (1) und (4) 
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benötigt werden, berechnet werden. Die Relationen sind über das Verhältnis ξ zwischen 
der Zelloberfläche Acell und dem zytosolischen Volumen Vcyt beziehungsweise über das 
Verhältnis  ξERC zwischen  der  ER-Oberfläche  AER  und  dem zytosolischen  Volumen  Vcyt 
sowie über das Verhältnis ξER zwischen der ER-Oberfläche AER und dem ER-Volumen VER 
gegeben: 
,          (16)
,          (17)
.          (18)
Somit können die Zelloberfläche Acell und das zytosolische Volumen Vcyt folgendermaßen 
dargestellt werden:
,          (19)
.          (20)
Für das ER-Volumen VER und die ER-Oberfläche AER gilt:
,          (21)
.          (22)
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2.6 Transmembranproteine
2.6.1 „Calcium-Release Activated Channel“ (CRAC)
Der  Calciumstrom  durch  den  CRAC  wird  durch  den  elektrochemischen  Gradienten 
bestimmt und ist negativ, da Calcium aus dem Extrazellulärraum in das Zytosol diffundiert:
.          (23)
Dieser Ansatz orientiert sich am Modell von Martin et al. (Martin et al., 2012). Dabei ist die 
Näherung über das Ohmsche Gesetz nur innerhalb bestimmter Grenzen des Membran-
potentials  möglich.  Bezüglich  des  CRAC ist  diese  Näherung  für  Depolarisationen  der 
Plasmamembran, die das Umkehrpotential von VC ≈ 50 mV übersteigen (siehe Kapitel III, 
2.4), nicht mehr geeignet. 
2.6.1.1   Leitfähigkeit des CRAC
Die Leitfähigkeit eines einzelnen CRAC ist sehr klein und die maximale Leitfähigkeit gCRAC 
liegt bei 2 fS (Zweifach und Lewis, 1993).
2.6.1.2   Rekrutierung der CRAC
Die Dichte der aktiven CRAC in der Plasmamembran ergibt sich als dynamische Funktion 
in Abhängigkeit der Calciumkonzentration im ER (Abb. 1C in Luik et al., 2008) und kann 
mit
         (24)
beschrieben werden. Dabei gilt für die CRAC-Dichte
         (25)
mit der ER-Calciumkonzentration bei halbmaximaler Aktivierung CCRAC = 169 µM und dem 
Hill-Koeffizienten nCRAC = 4,2 (Abb. 1C in Luik et al., 2008). 
Wird  anstelle  des  Verhältnisses  zwischen  der  CRAC-Dichte  und  der  ER-
Calciumkonzentration  die  Beziehung  zwischen  der  CRAC-Dichte  und  der  STIM1-
Wanderungsbewegung (in Richtung der Plasmamembran) herangezogen, so erhält man 
mit  CCRAC = 187 µM und nCRAC = 3,8 eine vergleichbare Relation (Abb. 2C in Luik et al., 
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2008). Die Ähnlichkeit der beiden Relationen bestätigt, dass die CRAC in Abhängigkeit 
des ER-Calciumgehalts durch STIM1 rekrutiert und aktiviert werden (Luik et al., 2008). 
Für das Modell wird der Zusammenhang zwischen der Dichte der CRAC in der Plasma-
membran und der Calciumkonzentration im ER verwendet (siehe Gleichung (25)).
2.6.1.3   Dichte der CRAC in der Plasmamembran
In Gleichung (25) wird durch ρCRAC+ und ρCRAC- jeweils die obere und die untere Grenze der 
Dichte der aktiven CRAC repräsentiert. Der Gleichgewichtswert  ρCRAC,0, bei dem sich die 
CRAC-Dichte während des ruhenden T-Zell-Zustands befindet, ist nicht aus Experimenten 
bekannt und der Wert wird daher durch Anpassung eingestellt (Kapitel III, 2.8). Dabei wird 
auf die Calciumdynamik nach erfolgter T-Zell-Rezeptor-Stimulation Bezug genommen.
Die  Dichte  der  CRAC  nach  einer  Aktivierung  mit  Phytohämagglutinin  nimmt  um  das 
9-fache  zu  (Prakriya  und  Lewis,  2002)  und  bestimmt  damit  ρCRAC+.  Eine  10-fache 
Zunahme  des  Gesamt-Calciumeinstroms  durch  die  CRAC  wird  nach  schrittweiser 
Reduktion der Calciumkonzentration im ER beobachtet (Abb. 1C in Luik et al., 2008). 
Daraus ergibt sich 
,          (26)
wobei  ρCRAC+ durch  Parameter-Anpassung  innerhalb  der  Grenzen,  die  durch  die 
Experimente vorgegeben werden, bestimmt wird (Kapitel III, 2.8). Ein Wert für  ρCRAC- ist 
nicht  bekannt  und  wird  mit  Gleichung  (36)  im  Rahmen  der  Bestimmung  des  Gleich-
gewichtszustands („steady state“) festgelegt.
2.6.1.4   Zeitlicher Rahmen der CRAC-Rekrutierung
Die Zeitdauer der CRAC-Rekrutierung kann aus der Zunahme des Calciumeinstroms in 
das Zytosol durch die CRAC im zeitlichen Verlauf abgeschätzt werden (Abb. 1A und C in 
Luik et al., 2008). Bereits unterhalb von 100 s ist die Calciumkonzentration im ER so weit 
gesunken  (Abb.  1A in  Luik  et  al.,  2008),  dass  ein  deutlicher  Calciumstrom durch die 
CRAC resultiert, der im halbmaximalen Bereich des möglichen Einstroms liegt (Abb. 1C in 
Luik et al., 2008). So erhält man eine obere Grenze  τCRAC < 100 s für die Zeit bis zum 
Erreichen der Aktivierung. Es kann davon ausgegangen werden, dass in dieser Zeit die 
Rekrutierung der ORAI-Proteine über die STIM1 erfolgt. Es ist nicht anzunehmen, dass 
diese Zeit im Zusammenhang mit der Öffnung der Kanäle steht, denn in der Regel liegen 
solche  Zeiten  im  Bereich  von  Millisekunden  (Hille,  1992).  Die  Zeit  τCRAC wird  auf  5 s 
gesetzt und liegt damit im Bereich der Literaturwerte (Wu et al., 2006). 
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Die Zeitdauer bis zu einer Inaktivierung der CRAC liegt im Bereich von 1000 s (Zweifach 
und Lewis, 1995a; Fomina et al., 2000) und ist damit deutlich länger als die Laufzeiten der 
Experimente zur Calciumdynamik, auf denen die vorliegende Arbeit basiert. Daher wird 
eine Inaktivierung der CRAC im Modell  nicht berücksichtigt.  Für die Simulationen wird 
angenommen, dass die Reduktion der aktiven CRAC ein sekundärer Effekt ist, der aus 
der Wiederbefüllung des ER-Calciumspeichers resultiert.
2.6.2 Inositoltrisphosphat-Rezeptor (IP3R)
Wird der IP3R durch IP3 und zytosolisches Calcium aktiviert, so strömt Calcium aus dem 
ER-Lumen  in  das  Zytosol  (CICR).  Dadurch  sinkt  die  Calciumkonzentration  im  ER 
(Bezprozvanny et al., 1991; Liou et al. 2005; Taylor und Tovey, 2010). Die IP3R besitzen 
Bindungsstellen  für  IP3 und  Calcium  und  der  Aktivierungsprozess  unterliegt  einer 
komplexen  Kooperativität  (Berridge  und  Irvine,  1984;  De  Young  und  Keizer,  1992; 
Berridge, 1993). Für das Modell werden die Aktivierungs- und Inaktivierungsprozesse des 
IP3R betrachtet.  Die  Leitfähigkeit  des  IP3R wird  durch die  IP3-  und  calciumabhängige 
Öffnungswahrscheinlichkeit  bestimmt,  die  sich  im  Experiment  als  glockenförmige 
logarithmische Kurve darstellt (Bezprozvanny et al., 1991; Foskett et al., 2007). 
2.6.2.1   Öffnungswahrscheinlichkeit des  IP  3R   
Die Öffnungswahrscheinlichkeit  des IP3R kann als  Produkt  des Aktivierungsterms  gIP3R 
und des  Inaktivierungsterms  hIP3R (Gleichung  (28)  und (29))  beschrieben  werden.  Die 
Eigenschaften der Öffnung des IP3R wurden experimentell  quantitativ  für  Eizellen des 
Xenopus laevis  bestimmt (Mak et al.,  1998; Foskett  et al.,  2007). Für das Modell wird 
davon ausgegangen, dass die so ermittelten IP3R-Einzelkanal-Charakteristika auf die IP3R 
in T-Lymphozyten übertragen werden können. Die experimentell bestimmte IP3R-Dynamik 
kann für  den Gleichgewichtszustand der  T-Zelle  mit  dem Mak-McBride-Foskett-Modell 
beschrieben werden (Mak et al., 1998; Foskett et al., 2007):
         (27)
Dabei  ist  die  maximale  Öffnungswahrscheinlichkeit  gIP3R,max =  0,81  und  die  Calcium-
konzentration bei  halbmaximaler  Aktivierung beträgt  CIP3R,act =  0,21 µM mit  einem Hill-
Koeffizienten  von  nIP3R,act =  1,9.  Der  Hill-Koeffizient  der  Inaktivierungsfunktion  beträgt 
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nIP3R,inh = 3,9 und die Calciumkonzentration bei halbmaximaler Inaktivierung (CIP3R,inh) wird 
als  separate  IP3-abhängige  Funktion  dargestellt.  Darin  ist  die  maximale  Calcium-
konzentration bei halbmaximaler Inaktivierung CIP3R,inh = 52 µM und die IP3-Konzentration 
der halbmaximalen Aktivierung beträgt PIP3R,C = 0,05 µM mit einem Hill-Koeffizienten von 
nIP3R,C =  4  (Mak  et  al.,  1998).  Die  Calcium-  und  IP3-Abhängigkeit,  die  im  Modell  im 
Gleichgewichtszustand  durch  das  Gleichungssystem  (27)  repräsentiert  wird,  ist  in 
Abbildung  6  dargestellt  und  entspricht  den  experimentellen  Ergebnissen  (Mak  et  al., 
1998). Die Beeinflussung des IP3R durch den „second messenger“ IP3 erfolgt dabei, wie 
aus  Abbildung  6  und  den  Gleichungen  für  hIP3R bzw.  CIP3R,inh (Gleichungssystem (27)) 
ersichtlich  ist,  über  die  Regulation  der  IP3R-Inaktivierung  (Foskett  et  al.,  2007).  Bei 
niedrigen Calciumkonzentrationen wirkt sich diese Beeinflussung kaum aus und die IP3R-
Aktivierung bleibt trotz Veränderungen der IP3-Konzentration – innerhalb eines Bereichs 
der IP3-Gleichgewichtskonzentration bis zu 50 nM – unverändert. 
Für die IP3-Gleichgewichtskonzentration in einer T-Zelle finden sich in der Literatur Werte 
zwischen 100 nM und 1 µM (Tab. 1 in Guse et al., 1992). Diese Konzentrationen liegen 
jedoch in einem IP3-Bereich, in dem der Typ-1-IP3R eine Sättigung erreicht und keine 
Dynamik zeigt (Sneyd und Falcke, 2005; Kowalewski et al, 2006). Sie werden daher nicht 
für die Simulationen verwendet. Für das Modell wird eine IP3-Gleichgewichtskonzentration 
von  5–10  nM  angenommen.  Damit  wird  sichergestellt,  dass  eine  Zunahme  der  IP3-
Konzentration im Modell, wie in Abbildung 6 gezeigt, die IP3R-Öffnungswahrscheinlichkeit 
beeinflusst. So können die experimentellen Resultate korrekt repräsentiert werden (Mak 
et al., 1998; Kowalewski et al., 2006; Foskett et al., 2007).
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2.6.2.2   Calciumstrom aus dem ER durch den IP3R
Unter Verwendung der  Öffnungswahrscheinlichkeit  des IP3R im Gleichgewichtszustand 
der T-Zelle („steady state“), die sich als Produkt aus gIP3R und hIP3R darstellt (Abb. 6 und 
Gleichung (28)),  kann der  Calciumstrom aus dem ER in  das Zytosol  durch den IP3R 
bestimmt  werden.  Der  Calciumstrom  folgt  dabei  dem  elektrochemischen  Gradienten 
zwischen dem Zytosol und dem ER und ist somit negativ:
         (28)
mit einer maximalen Einzelkanal-Leitfähigkeit von gIP3R = 0,064 pS (Foskett et al., 2007). 
Der  Term  V - VER bezieht  sich  auf  die  Potentialdifferenz  zwischen  dem  ER und  dem 
Zytosol, und VC,ER ist das Umkehrpotential von Calcium, das mit der Nernst-Gleichung (9) 
berechnet wird. Es wird ein elektrisch ausgeglichenes Verhältnis zwischen dem Zytosol 
und dem ER vorausgesetzt, so dass V = VER gegeben ist. 
Abb. 6:  Aktivierung und Inaktivierung des IP3R in Abhängigkeit von Calcium und IP3
Simulation der experimentellen Daten (Mak et al., 1998) unter Verwendung des Mak-McBride-
Foskett-Modells, siehe Gleichungssystem (27). 
(A) IP3R-Öffnungswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit der Konzentration des freien Calciums (C) 
für verschiedene IP3-Konzentrationen (P)
(B) IP3R-Öffnungswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit der IP3-Konzentration (P) für verschiedene 
Konzentrationen des freien Calciums (C)
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2.6.2.3   Dynamik der Aktivierung und Inaktivierung des  IP  3R
Die  Größen  der  Aktivierung  g und  der  Inaktivierung  h werden  im  Modell  dynamisch 
behandelt: 
         (29)
Im Gleichgewichtszustand nähern sich gIP3R und hIP3R (Gleichungssystem (29)) den ersten 
beiden Gleichungen im Gleichungssystem (27). Die Funktion CIP3R,inh wird im Gleichungs-
system  (29)  im  Quasi-Gleichgewichtszustand  verwendet  (siehe  dritte  Gleichung  im 
Gleichungssystem (27)). 
2.6.2.4   Aktivierungszeit des IP3R
Die Zeitskala für die Aktivierung und Inaktivierung des IP3R (gemessen in Leberzellen von 
Ratten)  ist  von  der  IP3-Konzentration  abhängig  (Marchant  und  Taylor,  1998).  Die 
Aktivierungszeit  variiert  zwischen  100  und  500 ms  bei  IP3-Konzentrationen  zwischen 
10 µM und 400 nM (Abb. 1 in Marchant und Taylor, 1998). Diese zeitliche Verzögerung 
stimmt mit einer IP3-abhängigen Verspätung der IP3R-Öffnung überein, wie sie mit einer 
Zeitspanne von 1 s > τIP3R > 100 ms für basophile Leukämie-Zellen angegeben ist (Meyer 
et al., 1990). Es wird davon ausgegangen, dass sich der IP3R in Jurkat-T-Zellen analog 
verhält, so dass im Modell für die Aktivierungszeit τIP3R = 100 ms angenommen wird.
2.6.2.5   Inaktivierungszeit des IP3R
Eine  Inaktivierung  des  IP3R  kann  durchschnittlich  nach  weniger  als  zwei  Minuten 
beobachtet  werden  (Mak  und Foskett,  1997).  In  experimentellen  Messungen  liegt  die 
IP3R-Inaktivierungszeit in einem Bereich von 200–450 ms (Marchant und Taylor, 1998). 
Als Parameter im Modell wird daher für die Zeit bis zur Inaktivierung des IP3R der Wert 
θIP3R = 300 ms verwendet (Marchant und Taylor, 1998). 
2.6.2.6   Dichte der IP3- Rezeptoren in der ER-Membran  
Die Dichte der IP3R in der ER-Membran von Jurkat-T-Zellen ist nicht bekannt und wird im 
Modell  durch  die  Bedingungen  des  Gleichgewichtszustands  (siehe  Gleichung  (34)) 
vorgegeben (Kapitel III, 2.7).
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2.6.3 Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA)
Die  PMCA ist  eine  ATP-getriebene  Pumpe,  die  Calcium  aus  der  Zelle  in  den  Extra-
zellulärraum transportiert  (Juhaszova et  al.,  2000;  Bautista et  al.,  2002).  Da die  ATP-
Konzentration im Modell nicht berücksichtigt wird (siehe Kapitel III, 1.2), ist die Aktivität 
der  PMCA hauptsächlich  von  der  Calciumkonzentration  in  der  T-Zelle  abhängig.  Der 
Calciumausstrom durch die PMCA wird modelliert mit:
.          (30)
Dabei ist 
.          (31)
Der  maximale  Calciumstrom  IPMCA ist  positiv,  da  Calcium aus  der  Zelle  in  den  Extra-
zellulärraum transportiert wird. Der Hill-Koeffizient beträgt nPMCA = 2 (Caride et al., 2001b).
2.6.3.1   Umsetzungsrate der PMCA und maximaler Calciumstrom
Die Umsetzungsrate der PMCA beträgt etwa 30 Hz (Juhaszova et al., 2000), womit eine 
Aktivitätsrate von ka = 0,03/ms korrespondiert (Sherman et al., 1988). Diese Umsetzungs-
rate kann in einen elektrischen Strom umgerechnet werden, wobei dabei vorausgesetzt 
wird,  dass pro Pumpenaktivität  zwei  elektrische Ladungen transportiert  werden.  Damit 
erhält man für den maximalen Calciumstrom durch die PMCA:
IPMCA = zCaeka = 60 ∙ 1,6 ∙ 10-19 C/s ≈ 10-17 A = 10-5 pA.
2.6.3.2   Calciumabhängige Aktivierung der PMCA
Ein typischer Wert für die Calciumkonzentration bei halbmaximaler Aktivierung liegt, unter 
gegebenen Bedingungen mit  540 nM Calmodulin,  bei  CPMCA =  0,1  µM (Elwess et  al., 
1997). Die Isoformen PMCA2a und PMCA2b liegen sogar bei CPMCA2a,b < 0,1 µM. 
Die überwiegend vorliegende PMCA in Jurkat-T-Zellen ist jedoch die Isoform 4b (Abb. 6B 
in Caride et al., 2001a) mit CPMCA4b ≈ 0,2 µM (Abb. 2 in Caride et al., 2001a), daher wird 
dieser Wert im Modell verwendet.
2.6.3.3   Abhängigkeit der PMCA von Calmodulin
Der  Wert  für  die  Calciumkonzentration  bei  halbmaximaler  Aktivierung  hängt  von  der 
Calmodulinkonzentration ab (Cox et al., 1982; Elwess et al., 1997; Caride et al., 2001a). 
Bei  einer  Calmodulinkonzentration  oberhalb  von 1 µM,  wie  es im Modell  der  Fall  ist, 
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können alle PMCA-Isoformen voll aktiviert werden (Elwess et al., 1997; Graupner et al., 
2005).  Daher  kann  auch  die  Calmodulin-Abhängigkeit  der  PMCA4b  im  T-Zell-Modell 
vernachlässigt werden.
2.6.3.4   Verzögerung der PMCA-Aktivierung
Die Bindung von Calcium an die PMCA ist ein vergleichsweise schneller Prozess mit einer 
Geschwindigkeitskonstante von > 3/s (Forge et al., 1993). Dennoch setzt die Aktivierung 
der  PMCA bei  vielen  Isoformen mit  Verzögerung  ein,  so  auch  bei  der  Isoform 4b  in 
T-Zellen (Caride et al., 2001a; Bautista et al., 2002). Die Geschwindigkeitskonstante der 
PMCA-Aktivierung nach einer Stimulation mit 500 nM Calcium liegt im Bereich von 0,02/s 
(Caride et al., 2001a), was eine Verzögerung der PMCA-Aktivierung von τPMCA = 50 s in 
Gleichung  (31)  bedingt.  Diese  Verzögerung  wird  mit  der  calmodulin-  und  calcium-
abhängigen  Aktivierung  in  Verbindung  gebracht  (Caride  et  al.,  2001a;  Bautista  et  al., 
2002). Da der genaue Mechanismus nicht bekannt ist, wird die Aktivierungszeit  τPMCA in 
Gleichung (31) auf phänomenologischer Basis modelliert.
2.6.3.5   Dichte der PMCA-Pumpen in der Plasmamembran
Für T-Zellen ist kein genauer Wert für die Dichte der PMCA in der Plasmamembran be-
kannt. Die Bestimmung erfolgt daher aus dem Gleichgewichtszustand in Gleichung (33) 
(Kapitel III, 2.7).
2.6.4 Sarkoendoplasmatische Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA)
Durch die SERCA wird eine hohe Calciumkonzentration im ER aufrechterhalten, so dass 
das ER als Calciumspeicher fungieren kann. Es wird angenommen, dass die Aktivität der 
SERCA sich rasch an Veränderungen der zytosolischen Calciumkonzentration anpasst. 
Der  positive  Calciumstrom  aus  dem  Zytosol  in  das  ER  durch  die  SERCA  kann 
beschrieben werden durch
.          (32)
Dabei werden jeweils zwei Calciumionen per umgesetztem ATP transportiert (Wolosker et 
al., 1998). Es gibt unterschiedliche Isoformen der SERCA, wobei in Jurkat-T-Zellen die 
SERCA2b die überwiegende Isoform darstellt (Chandrasekera et al., 2009). 
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2.6.4.1   Umsetzungsrate der SERCA und maximaler Calciumstrom
Für die meisten SERCA-Isoformen liegt die Umsetzungsrate im Bereich von ka = 10 Hz. 
Daraus ergibt sich
ISERCA = zCaeka =ISERCA = zCaeka = 6 ∙ 10-6 pA.
Die Umsetzungsrate der Isoform SERCA2b liegt jedoch bei ka = 5 Hz (Lytton et al., 1992), 
so dass als Maximalstrom ISERCA = 3 ∙ 10-6 pA im Modell eingesetzt wird.
2.6.4.2   Calciumabhängige Aktivierung der SERCA
Für die SERCA-Isoformen 1, 2a und 2b kann generell mit einer Calciumkonzentration bei 
halbmaximaler  Aktivierung  von  CSERCA =  0,4  µM und  mit  einem Hill-Koeffizienten  von 
nSERCA = 2 eine gute Näherung erzielt werden (Abb. 4 in Lytton et al., 1992). Die Isoform 
SERCA3 liegt im Vergleich bei CSERCA = 1 µM bei gleichem Hill-Koeffizienten (Lytton et al., 
1992). Die SERCA2b, die in Jurkat-T-Zellen vorliegt, ist eine Isoform, die bereits bei relativ 
geringer Calciumkonzentration aktiv wird und deren spezifische Calciumkonzentration bei 
halbmaximaler  Aktivierung  als  CSERCA2b =  0,25  µM  mit  einem  Hill-Koeffizienten  von 
nSERCA2b = 2 gemessen wurde (Chandrasekera et al., 2009). Diese Werte für die SERCA2b 
werden im Modell verwendet.
2.6.4.3   Dichte der SERCA-Pumpen in der ER-Membran
Die  Expression  der  SERCA-Proteine  verändert  sich  mit  der  Aktivierung  der  T-Zelle 
(Launay  et  al.,  1997).  Allerdings  existieren  keine  genauen  Angaben  zur  Dichte  der 
SERCA-Pumpen in der Plasmamembran, daher wird dieser Parameter im Modell durch 
„fitting“ (siehe Kapitel III, 2.8) bestimmt.
2.7 Gleichgewichtszustand („steady state“)
Der Gleichgewichtszustand der T-Zelle wird bestimmt, indem die Zeitableitungen der dy-
namischen  Größen (1),  (4),  (7)  und  (24)  auf  Null  gesetzt  werden.  Damit  können  die 
Gleichungen für C, CER, P und ρCRAC umgestellt werden und es ergibt sich daraus für die 
Parameter ρPMCA, ρIP3R, γP und ρPMCA:
,          (33)
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,          (34)
,          (35)
.          (36)
Dabei bezieht sich IX,0 auf die Calciumströme durch die jeweiligen Transmembranproteine 
X, die sich im Gleichgewichtszustand X0 befinden. 
2.8 Parameteranpassung („fitting“)
Das Modell, welches über die Gleichungen (1, 2, 4, 5, 7, 8, 16–25, 27–32) definiert wird, 
ist als C++-Code implementiert und wird mit einem Runge-Kutta-Algorithmus 4. Ordnung 
mit  angepasster  Schrittweise gelöst.  Da nicht  alle  Parameter  aus  Experimenten über-
nommen  werden  können  oder  aus  den  Bedingungen  des  Gleichgewichtszustands 
resultieren, wird Abbildung 1A in Bautista et al. verwendet, um die verbleibenden freien 
Parameter zu bestimmen (Abb. 1A in Bautista et al., 2002). Dabei wird das „fitting“ in zwei 
Schritten  vorgenommen:  Zunächst  wird  ein  Differentieller  Evolutions-Algorithmus  nach 
Storn und Price (Storn und Price, 1997) in den C++-Code des Modells auf Basis derjenigen 
Parameter  in  Tabelle  1,  die nicht  durch die Bedingungen des Gleichgewichtszustands 
bestimmt werden können, eingearbeitet. Die Parameter werden innerhalb experimentell 
vorgegebener  Grenzen  (falls  vorhanden)  variiert,  wobei  die  Grenzwerte  im  Code 
implementiert sind. 
Die Qualität der Anpassung in Bezug auf Abbildung 1A in Bautista et al. ergibt sich aus 
der mittleren quadratischen Abweichung
,          (37)
wobei Xi und Ei die jeweiligen Werte aus Simulation und Experiment darstellen.
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In einem zweiten Schritt wird die erste Näherung einer Sensitivitätsanalyse unterzogen, in 
der jeder Parameter um 10% variiert wird. Dabei wird die Auswirkung dieser Veränderung 
auf QI beobachtet. Die drei unbekannten Proteindichten ρSERCA, ρCRAC,0 und ρCRAC+ und die 
drei  sensitiven Parameter  P0 und  βP sowie  ΔVC,ER werden für  die  Feinanpassung der 
ersten Näherung unter Zuhilfenahme des gleichen Differentiellen Evolutions-Algorithmus 
benutzt. Diese Parameter werden in Tabelle 1 entsprechend als Variable bezeichnet. 
Die endgültige Anpassung erreicht QI = 0,1002 mit N = 22. Die Sensitivitätsanalyse wird 
für diesen „fit“  wiederholt und der Einfluss eines jeden Parameters auf  QI  (Gleichung 
(37)) ist in Tabelle 1 angegeben.
Die durchgeführten Simulationen beginnen immer mit einer T-Zelle, die sich im Gleich-
gewichtszustand  befindet,  welcher  durch  die  Gleichungen  (33–36)  bestimmt  ist. 
Ausgehend von diesen Anfangsbedingungen werden die entsprechenden Stimulations-
Protokolle angewendet, die im Ergebnisteil dargestellt sind.
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Parameter Bedeutung Wert QI (%) Referenz 
T-Zell-Geometrie
Rcell Radius der T-Zelle 8 µM 4,0 Bautista et al., 2002
fR Anteil Zellkernradius an Rcell 0,25 0,1 Kono et al., 2013
fV Volumenverhältnis VER zu Vcell 0,01 2,8 Bergling et al., 1998
fA Faktor für ER-Faltung 30 3,5 Bergling et al., 1998
Cm Membran-Kapazität 28 fF/µm2 0,0 Gentet et al., 2000
T Temperatur 310 K - -
Calcium-Konzentrationen im Ruhezustand
C0 Ca2+-Ruhekonzentration Zytosol 0,1 µM - Bautista et al., 2002
CER,0 Ca2+-Ruhekonzentration ER 0,4 mM 4,0 Feske, 2007
Cext Extrazelluläre Ca2+-Konzentration 2 mM 0,0 Bautista et al., 2002
Membranpotential
V0 Ruhepotential Plasmamembran 60 mV - Ishida u. Chused 1993
VER,0 Ruhepotential ER-Membran 60 mV - Taylor u. Dale, 2012
ΔVC Korrekturwert Umkehrpotential 78 mV 0,3 Prakriya u. Lewis, 2002
ΔVC,ER Korrekturwert ER-Umkehrpotential 63 mV 176 Variable
Calmodulin
b0 Calmodulin-Konzentration Zytosol 100 µM 3,6 Persechini u. Cronk, 1999
Kb Dissoziationskonstante Zytosol 0,1 µM 0,2 Mogami et al., 1999
bER,0 Calreticulin-Konzentration ER 30 mM 4,3 Mogami et al., 1999
KER,b Dissoziationskonstante ER 0,1 mM 1,2 Baksh u. Michalak, 1991
„Second Messenger“ IP3
P0 Gleichgewichtskonzentration IP3 8,7 nM 318 Variable
βP IP3-Produktionsrate 0,6 nM/s 6,5 Variable
γP IP3-Degradation 0,01149/s - Aus „steady state“ Gl.(35)
CP Ca2+-Konz. halbmax. IP3-Produktion 0,5 µM 19,4 Fridlyand et al., 2003
nP Hill-Koeffizient IP3-Produktion 1 21,2 Fridlyand et al., 2003
Dichten der Transmembranproteine
ρIP3R Dichte IP3R in ER-Membran 11,35/µm2 - Aus „steady state“ Gl.(34)
ρSERCA Dichte SERCA in ER-Membran 700/µm2 3,7 Variable
ρPMCA Dichte PMCA in Plasmamembran 68,57/µm2 - Aus „steady state“ Gl.(33)
ρCRAC,0 Ruhewert der Dichte aktiver CRAC 0,6/µm2 1,0 Variable
ρ+CRAC Maximale Dichte aktiver CRAC 3,9/µm2 6,5 Variable, Luik et al., 2008
ρ-CRAC Minimale Dichte aktiver CRAC 0,5115/µm2 - Aus „steady state“ Gl.(36)
Tab. 1: Darstellung der Parameter mit Werten und Referenzen
Die mit Literaturangaben versehenen Parameter entstammen experimentellen Messungen oder 
resultieren aus den entsprechenden Berechnungen. Die Variablen sind mittels eines 
Algorithmus angepasst (vgl. Kapitel III, 2.8). QI wird in Prozent angegeben und bezieht sich auf 
die Veränderung, die aus der Erhöhung eines jeden Parameters um 10% resultiert. QI-Werte 
unter 0,05% werden mit 0,0% angegeben.
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IV ERGEBNISSE
1 Biphasisches Calciumsignal im Modell
Die einzelnen Modellteile, welche die jeweiligen Transmembranproteine charakterisieren, 
werden  zu  einem  Modell  kombiniert,  um  die  Calciumdynamik  in  T-Lymphozyten  zu 
simulieren.  Dabei  werden experimentelle  Gegebenheiten,  darunter  die  Ergebnisse der 
Veröffentlichung  von  Bautista  et  al.,  repräsentiert  (Bautista  et  al.,  2002).  Anhand  der 
Simulationen können Analysen der  Calciumdynamik  durchgeführt  werden und darüber 
hinausgehende Prognosen erfolgen.
1.1 Stimulation des T-Zell-Rezeptors bei extrazellulärem Calcium
Eine Aktivierung der T-Zelle durch Stimulation des T-Zell-Rezeptors führt zu einem intra-
zellulären  Anstieg  des  „second messengers“  IP3,  wodurch der  IP3R aktiviert  wird  und 
Calcium aus dem ER ausströmt. Es kommt zu einem positiven Feedback-Mechanismus 
durch den CICR, und der Calciumausstrom aus dem ER wird verstärkt. Dadurch wird die 
Calciumkonzentration  im  ER  weiter  gesenkt.  In  Abhängigkeit  davon  wird  der  CRAC 
aktiviert,  es kommt zum SOCE. Im Zytosol  entsteht  das charakteristische biphasische 
Calciumsignal  mit  dem  initialen  „Calciumkonzentrations-Peak“  (im  Folgenden 
„Calciumpeak“ genannt) und der sich anschließenden Plateauphase (Bautista et al., 2002; 
Quintana et al., 2006).
Durch Ausströmen des zytosolischen Calciums durch die PMCA wird das Calciumsignal 
beendet. Das ER wird durch die SERCA wieder mit Calcium aufgefüllt.
Mit  dem Calciumdynamik-Modell  der T-Zelle können die experimentellen Befunde zum 
Calciumsignal (Bautista et al.,  2002;  Quintana et al.,  2006) untersucht werden. In den 
Experimenten  von  Bautista  et  al.  und  Quintana  et  al.  werden  jeweils  Jurkat-T-Zellen 
verwendet,  die mit  dem monoklonalen Antikörper OKT3 oder mit  dem SERCA-Blocker 
Thapsigargin aktiviert  werden.  Bei OKT3 handelt  es sich um das Immunsuppressivum 
Muromonab, das an den CD3-Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors bindet (Abramowicz et 
al., 1989). Zur Beobachtung der Calciumdynamik unter dem Fluoreszenz-Mikroskop wird 
der Calciumfarbstoff Fura-2 oder Indo-1 verwendet (Bautista et al., 2002; Quintana et al., 
2006).
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1.1.1 IP3R-Eigenschaften beeinflussen biphasisches Calciumsignal
Die Abbildung 1A in der Veröffentlichung von Bautista et al. zeigt eine Jurkat-T-Zelle, die 
aus dem ruhenden Zustand heraus mit OKT3 stimuliert wird (Abb. 1A in Bautista et al.,  
2002; siehe Anhang). Die Jurkat-T-Zelle befindet sich dabei in einer Ringerlösung, die 
2 mM Calcium enthält.  Die Stimulation mit  OKT3 führt  innerhalb von 100 s zu einem 
deutlichen Anstieg  der  zytosolischen Calciumkonzentration auf  1,17 µM.  Nach diesem 
Calciumpeak kommt es während der folgenden 200 s zu einer Plateauphase bei einer 
Calciumkonzentration  von  0,8  µm.  Diese  Calciumdynamik  kann  mit  dem  Modell 
repräsentiert werden (Abb. 7A, Referenz), wobei der Calciumpeak dem Experiment der 
Abbildung 1A in Bautista et al. entspricht (Abb. 7A, schwarze Dreiecke). Ausgehend von 
einer Calciumkonzentration von 0,1 µM, wird in der Simulation innerhalb von 80 s ein 
Calciumpeak mit der Amplitude 1,23 µM erreicht (Abb. 7A, schwarze Linie). Anschließend 
etabliert sich die Plateauphase mit einem finalen Niveau bei 0,75 µM. 
Abbildung 1A aus Bautista et al. wird zur Bestimmung der unbekannten Modellparameter 
verwendet  (siehe  Tab.  1  in  Kapitel  III,  2.8)  (Bautista  et  al.,  2002).  Die  Höhe  des 
Calciumpeaks ist dabei sowohl von der Aktivierung des IP3R als auch von der des CRAC 
abhängig.  Die  Wahl  der  Gleichgewichtskonzentration  von  IP3 (Variable  P0) ist  ent-
scheidend für eine korrekte Aktivierung des IP3R. Mit einer Gleichgewichtskonzentration 
von  P0 =  8,7  nM sind  optimale  Ergebnisse  erzielbar.  Zur  korrekten  Generierung  der 
Plateauphase des biphasischen Calciumsignals ist die „maximale CRAC-Dichte“, die mit 
der Variablen ρ+CRAC die maximal aktivierbare Anzahl an CRAC darstellt, von Bedeutung. 
Mit einem Faktor von fCRAC = 6,5 (siehe Gleichung (26)) kann dem Experiment aus Abbil-
dung 1A in Bautista et al. am besten entsprochen werden (Bautista et al., 2002).
Bautista et al. gehen davon aus, dass eine verzögerte Aktivierung der PMCA indirekt für 
den  deutlichen  initialen  Anstieg  der  Calciumkonzentration,  den  sogenannten 
Calciumpeak, verantwortlich ist (Bautista et al., 2002). Diese Annahme wird  in silico mit 
dem  Calciumdynamik-Modell  untersucht.  Dazu  wird  der  Parameter  τPMCA,  der für  die 
zeitliche Verzögerung bis zum Eintreten der Aktivierung steht, von zunächst 50 s (Caride 
et  al.,  2001a)  auf  1  ms  reduziert.  Die  anderen  Simulationsbedingungen  bleiben 
unverändert.  Die  Modifizierung  des  Parameters  τPMCA hat  keine  Veränderungen  der 
Konfiguration des Gleichgewichtszustands („steady state“) zur Folge, daher können alle 
anderen  Parameter  beibehalten  werden.  Unter  diesen  Bedingungen  wird  im  Modell 
weiterhin  ein  Calciumpeak  beobachtet,  allerdings  mit  einer  geringeren  Amplitude 
(Abb. 7A, blaue Linie). Im Vergleich zur in silico-Referenz mit einem Amplitudenwert von 
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1,23 µM, wird jetzt nur noch eine maximale Calciumkonzentration von 0,98 µM erreicht. 
Die Höhe des Plateaus sowie die Zeitspanne zwischen Peak und Plateau ist unverändert. 
Das Ergebnis der Simulation unterstützt zwar die Annahme von Bautista et al. hinsichtlich 
eines  Einflusses  der  PMCA bei  der  Generierung  des  Peaks  (Bautista  et  al.,  2002), 
allerdings kann das Modell  zeigen,  dass die zeitliche Verzögerung der Aktivierung der 
PMCA nicht essentiell für die Existenz des Peaks ist. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, 
ob  ein  anderer  Parameter  im  Modell,  der  sich  auf  die  zeitliche  Verzögerung  der 
Aktivierung eines Kanals oder einer Pumpe bezieht, für den Calciumpeak verantwortlich 
ist. 
Abb. 7A:  Calciumdynamik im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Die Stimulation wird wäh-
rend der gesamten Simulation aufrechterhalten. 
Die Referenz (schwarze Linie) ist die Simulation, die als Basis für alle 
Simulationen dient und die mit den experimentellen Ergebnissen vergli-
chen wird (schwarze Dreiecke). Zur Simulation der schnellen Aktivie-
rung der PMCA wird in Gleichung (31) τPMCA = 1 ms verwendet. Für die 
Simulation der langsamen IP3R-Inaktivierung wird in Gleichung (29) 
θIP3R = 300 s gesetzt.
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Es  werden  alle  Verzögerungsparameter  des  Modells  getestet.  Dabei  kann  für  den 
Parameter  θIP3R,  der  sich  auf  die  zeitliche  Verzögerung  bis  zum  Einsetzen  der 
Inaktivierung  bezieht,  ein  Einfluss  auf  die  Existenz  des  Calciumpeaks  nachgewiesen 
werden (Abb. 7A, rosafarbene Linie). Ein Calciumpeak wird dabei in der Simulation nicht 
erreicht,  es  kommt  lediglich  zu  einem  flachen  Anstieg  der  Calciumkonzentration  im 
Bereich von 100–150 s auf 0,68 µM.
Die  Simulationen  mit  dem Modell  legen  nahe,  dass  Eigenschaften  des  IP3R für  den 
Calciumpeak nach einer Stimulation des T-Zell-Rezeptors verantwortlich sind. Dies steht 
im  Gegensatz  zur  Aussage  in  Bautista  et  al.,  wonach  das  verzögerte  Einsetzen  der 
PMCA-Aktivierung den Peak verursacht (Bautista et al., 2002).
1.1.2 Analyse der Calciumströme mit dem Modell
Mit dem Modell kann analysiert werden, in welchem Ausmaß die Kanäle und Pumpen der 
T-Zelle mit ihren jeweiligen Calciumströmen an den verschiedenen Phasen der Calcium-
dynamik beteiligt sind (Abb. 7B). Dabei bezieht sich die Analyse der Calciumströme auf 
die Simulation, die dem Experiment entspricht (Abb. 7A, schwarze Linie). 
Der gesamte Calciumstrom vom ER ins Zytosol durch die IP3R (Abb. 7B, rosafarbene 
Linie) liegt bei einem Wert von -2,5 pA und besteht auch noch über die Zeitspanne des 
Calciumpeaks  hinaus.  Dies  liegt  daran,  dass  die  IP3R  den  „Gegenstrom“  zum 
Calciumeinstrom durch die SERCA generieren. Für die SERCA (Abb. 7B, orangene Linie) 
kann demnach ein deutlicher Strom der Calciumionen aus dem Zytosol in das ER von 
insgesamt  2,45  pA  festgestellt  werden.  Durch  die  erhöhte  Calciumkonzentration  im 
Zytosol werden mit leichter Verzögerung die PMCA in der Plasmamembran aktiviert und 
ein Netto-Calciumausstrom von maximal  0,5 pA verlässt  die Zelle  (Abb.  7B,  schwarze 
gestrichelte Linie). Der Calciumstrom, der maximal mit -0,5 pA durch alle CRAC in das 
Zytosol  einströmt  (Abb.  7B,  violette  Linie),  wird  durch  die  Abnahme  der  Calcium-
konzentration im ER induziert. Der Calciumeinstrom durch die CRAC verhält sich dabei 
nicht  so,  dass  eine  Hauptbeteiligung  der  CRAC  am  Calciumpeak  wahrscheinlich 
erscheint:  Im  Gegensatz  zum  raschen,  deutlich  ausgeprägten  Calciumeinstrom  ins 
Zytosol  durch  die  IP3R,  zeigt  der  Calciumeinstrom  durch  die  CRAC  nur  eine  sehr 
langsame Dynamik und eine geringe Amplitude (Abb. 7B, violette Linie).
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Aufgrund der Gegenreaktion durch die PMCA können die CRAC in der Summe keinen 
Netto-Calciumeinstrom in das Zytosol bewirken, sondern sie dienen der Aufrechterhaltung 
des Calciumsignals. Die T-Zelle wird somit durch die CRAC vor einem Verlust an Calcium 
während der Aktivierungszeit bewahrt. 
Das Ergebnis dieser Simulation zeigt, dass der CRAC bei der Generierung des Calcium-
peaks eine untergeordnete Rolle spielt. Den Hauptanteil an der Entstehung des Peaks 
trägt der CICR durch den IP3R. Die Aufgabe des CRAC besteht hingegen vorwiegend in 
der Stabilisierung des Calciumsignals und der Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivierung. 
Diese Verhältnisse werden durch die Analyse der Einzelkanal-Calciumströme im Modell 
belegt (Abb. 7C).
Abb. 7B:  Calciumströme im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Die Stimulation wird wäh-
rend der gesamten Simulation aufrechterhalten. Der Gesamt-Calcium-
strom ist für alle jeweiligen Kanäle und Pumpen angegeben. Positive 
Calciumströme bewirken einen Ausstrom von Calcium aus dem Zytosol 
(PMCA und SERCA). Negative Calciumströme verursachen einen Ein-
strom von Calcium in das Zytosol (CRAC und IP3R).
Es wird die initiale Calciumfreisetzung aus dem ER durch die IP3R ge-
zeigt, gefolgt von einem Calciumeinstrom in das Zytosol durch die 
CRAC.
ERGEBNISSE 59
Der Calciumstrom durch einen einzelnen IP3R (Abb. 7C, rosafarbene Linie) reagiert mit 
einem ausgeprägten Calciumstrom von -0,2 fA aus dem ER in das Zytosol deutlich und 
direkt  auf  die  Stimulation  des  T-Zell-Rezeptors.  Der  einzelne  CRAC  reagiert  auf  die 
Leerung des ER mit einer Verringerung des Einstroms extrazellulären Calciums in das 
Zytosol von -0,225 fA auf  -0,175 fA (Abb.  7C, violette Linie),  da der CRAC durch die 
Rückkopplung  aufgrund  der  Erhöhung  des  zytosolischen  Calciums  eine  Inaktivierung 
erfährt  (Zweifach und Lewis,  1995a).  Die einzelnen Calciumströme durch die Pumpen 
SERCA und PMCA fallen sehr gering aus und liegen bei 0,003 fA für die SERCA (Abb. 
7C, orangene Linie) beziehungsweise bei 0,01 fA für die PMCA (Abb. 7C, blaue Linie). 
Dies  entspricht  den  maximalen  Calciumstromwerten,  die  die  Pumpen  im  Experiment 
erreichen können (Juhaszova et al., 2000). 
Abb. 7C:  Calciumströme durch einzelne Kanäle im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Die Stimulation wird wäh-
rend der gesamten Simulation aufrechterhalten. 
Durch den IP3R fließt ein deutlicher Calciumstrom aus dem ER in das 
Zytosol (CICR). Die Stärke des Calciumstroms durch den CRAC ver-
mindert sich im Vergleich zur unstimulierten T-Zelle (t < 10 s). Es sind 
folglich nicht die Einzelkanal-Charakteristika, welche die Erhöhung des 
Gesamt-Calciumstroms in das Zytosol durch die CRAC verursachen 
(vgl. Abb. 7B).
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1.1.3 Dichte der CRAC ist entscheidend für Calciumsignal
Die Reduktion der Calciumkonzentration im ER führt  zu einem Anstieg der Dichte der 
aktiven CRAC (Abb. 7D). Somit ist der Gesamt-Calciumeinstrom durch die CRAC in das 
Zytosol der T-Zelle (Abb. 7B, violette Linie) nicht die Folge einer verstärkten Aktivierung 
der einzelnen Kanäle (Abb. 7C, violette Linie), sondern resultiert aus der Zunahme der 
Dichte der CRAC (Abb. 7D). 
Bedingt durch die Senkung der Calciumkonzentration im ER aufgrund der Stimulation des 
T-Zell-Rezeptors, nimmt die Dichte der CRAC dabei ausgehend von 0,6 Kanälen pro µm2 
kontinuierlich um das 5,7-fache auf einen Wert von 3,4 Kanälen pro µm2 zu (Abb. 7D). 
Dadurch kann vermehrt extrazelluläres Calcium einströmen.
Abb. 7D:  CRAC-Dichte im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Die Stimulation wird wäh-
rend der gesamten Simulation aufrechterhalten. 
Die Dichte der aktiven CRAC reagiert dynamisch und nimmt in Folge 
der Stimulation um das 5,7-fache zu. Dies begründet die Zunahme des 
Gesamt-Calciumstroms durch die CRAC (vgl. Abb. 7B). 
Die Dichtezunahme der CRAC ist für die Aufrechterhaltung des zytoso-
lischen Calciumsignals entscheidend.
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1.2 Stimulation der T-Zelle in calciumfreier Umgebung
Experimente, die unter calciumfreien Bedingungen durchgeführt werden, haben die Unter-
suchung der ER-Calciumströme in Folge einer Stimulation des T-Zell-Rezeptors zum Ziel. 
Die  Jurkat-T-Zelle  befindet  sich  dabei  in  einer  calciumfreien  Ringerlösung,  um  einen 
Calciumeinstrom durch den CRAC zu verhindern (Bautista et al., 2002). Die Stimulation 
des T-Zell-Rezeptors bewirkt einen zytosolischen Calciumpeak bei 120 s (erste Graphik 
der Abb. 2A in Bautista et al., 2002; siehe Anhang). Innerhalb von 200 s wird die zyto-
solische  Calciumkonzentration  auf  einen  Wert  gesenkt,  der  leicht  unterhalb  des 
Ausgangsniveaus  liegt.  Im  Vergleich  zum  vorangegangenen  Experiment  mit  extra-
zellulärem Calcium ist die Amplitude des Peaks geringer, sie beträgt statt 1,17 µM (Abb. 
1A in Bautista et al., 2002) nur 0,5 µM (Abb. 2A in Bautista et al., 2002). 
Abb. 8A:  Calciumdynamik ohne extrazelluläres Calcium im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 2A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Gleichzeitig wird die ex-
trazelluläre Calciumkonzentration auf Gleichung C* (38) gesetzt.
Die Amplitude des „Calciumpeaks“ ist in Abwesenheit extrazellulären 
Calciums relativ gering (vgl. Abb. 7A). Der Anstieg der Calciumkonzen-
tration resultiert aus der Leerung des ER-Calciumspeichers. Der Anteil, 
der hier die Differenz zum Peak in Abb. 7A ausmacht, kann auf den Bei-
trag der CRAC zurückgeführt werden.
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Im Modell kann aufgrund der Nernst-Gleichung das extrazelluläre Calcium nicht auf Null 
gesetzt  werden.  Dies  liegt  daran,  dass  die  Nernst-Gleichung  unter  sehr  niedrigen 
Calciumbedingungen ihre Gültigkeit verliert und das Umkehrpotential divergiert. Im Modell 
wird das extrazelluläre Calcium daher auf die Konzentration C* gesetzt. Im „steady state“ 
verschwindet bei diesem Wert  der Calciumeinstrom durch den CRAC, denn die extra-
zelluläre und die zytosolische Calciumkonzentration werden gleichgesetzt.
.          (38)
Damit kann der experimentellen Situation im Modell entsprochen werden (Abb. 8A). Der 
Calciumeinstrom durch den CRAC geht gegen Null (Abb. 8B, violette Linie). 
Abb. 8B:  Calciumströme ohne extrazelluläres Calcium im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 2A in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle im Gleichgewichtszustand wird zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, 
indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt wird. Gleichzeitig wird die ex-
trazelluläre Calciumkonzentration auf Gleichung C* (38) gesetzt.
Der Gesamt-Calciumstrom ist für alle jeweiligen Kanäle und Pumpen 
angegeben. Der Calciumstrom durch die CRAC wird aufgrund der Ver-
wendung von Gleichung (38) nahezu vollständig inhibiert. Der zytosoli-
sche Calciumpeak (vgl. Abb. 8A) wird in diesem Fall ausschließlich 
durch den IP3R-Calciumstrom aus dem ER in das Zytosol verursacht.
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Der  Calciumpeak  in  Abbildung  8A ist  mit  einer  Amplitude  von  knapp  0,87  µM etwas 
niedriger als der Calciumpeak, der in der Referenzsimulation bei einer normalen extra-
zellulären  Calciumkonzentration  beobachtbar  ist  (Abb.  7A,  Referenz).  Diese  Relation 
stimmt mit den experimentellen Resultaten überein (Bautista et al., 2002). Allerdings ist 
der Calciumpeak in der Simulation um 0,37 µM (Abb. 8A) größer als im Experiment, wobei 
er hier 0,5 µM beträgt (Abb. 2A in Bautista et al., 2002). Die zeitlichen Verhältnisse sowohl 
des Anstiegs der Calciumkonzentration als auch dessen Senkung sind in Simulation und 
Experiment konsistent. Dabei wird ebenso die über das Ausgangsniveau hinausgehende 
Absenkung der  zytosolischen Calciumkonzentration mit  dem Abklingen der  Aktivierung 
reproduziert (Abb. 8A). 
Da der Calciumeinstrom durch den CRAC während der gesamten Simulationszeit  fast 
gegen Null geht (Abb. 8B, violette Linie), erscheint die Verwendung von C* geeignet, um 
die Bedingungen im Experiment von Bautista et al. zu reproduzieren (Abb. 2 in Bautista et 
al., 2002).
1.2.1 Leerung des ER-Calciumspeichers verursacht Calciumpeak
Thapsigargin (TG) wird häufig in Experimenten verwendet,  um die SERCA in der ER-
Membran  zu  blockieren  (Hess et  al.,  1993;  Quintana  et  al.,  2006).  Dadurch wird  die 
Calciumaufnahme durch das ER verhindert und die Calciumkonzentration im ER-Lumen 
wird kontinuierlich gesenkt. Auf diese Weise kann die Calciumkonzentration, die aus dem 
ER in das Zytosol strömt, erfasst werden. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass 
die PMCA das Calcium folglich verstärkt aus der Zelle transportiert. Die Absenkung des 
ER-Calciumgehalts würde einen Calciumeinstrom durch die CRAC bedingen (Bergling et 
al., 1998; Bautista et al., 2002; Bautista et al., 2004; Quintana et al., 2006). Um dies zu 
vermeiden, wird das Experiment, das der Simulation zugrunde liegt, mit Jurkat-T-Zellen in 
einer calciumfreien Ringerlösung durchgeführt (Abb. 1A in Quintana et al.,  2006; siehe 
Anhang).  Nach  der  Thapsigargin-Zugabe  kommt  es  nach  100  s  zu  einem  niedrigen 
Calciumpeak  mit  einer  Amplitude  von  0,5  µM.  Anschließend  wird  die  Calcium-
konzentration langsam wieder abgesenkt und erreicht nach 550 s einen Wert unterhalb 
des Ausgangsniveaus (Quintana et al., 2006). 
Die experimentellen Bedingungen des ersten Teils der Abbildung 1A in Quintana et al. 
werden in silico nachgestellt. Einerseits kann dadurch der Anteil des ER-Calciums erfasst 
werden, andererseits kann anhand des Modells gezeigt werden, dass durch die Leerung 
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des  ER-Calciumspeichers  der  CRAC rekrutiert  wird  und  die  Dichte  der  CRAC in  der 
Plasmamembran zunimmt.  Es wird  Gleichung (38)  zur  Absenkung des extrazellulären 
Calciumgehalts auf nahezu Null verwendet. Die SERCA-Blockierung wird im Modell durch 
Ausschalten des SERCA-Calciumstroms erzielt, indem die Gleichung (32) auf  ISERCA = 0 
zum Zeitpunkt  t = 10 s gesetzt wird. Eine zusätzliche Stimulation des T-Zell-Rezeptors 
erfolgt  nicht.  Die  Calciumdynamik,  die  aus  der  Simulation  resultiert,  kann  die  experi-
mentellen Verhältnisse, wie sie in Quintana et al. gegeben sind, repräsentieren (Abb. 9A, 
schwarze Linie) (erster Graphikteil der Abb. 1A in Quintana et al., 2006).
Abb. 9A:  Calciumdynamik unter Blockierung der SERCA im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Quintana et al., 2006. Die 
T‑Zelle befindet sich zunächst im Gleichgewichtszustand. Ab dem Zeit-
punkt t = 10 s wird für die extrazelluläre Calciumkonzentration Gleichung 
C* (38) verwendet und der Calciumstrom durch die SERCA in Gleichung 
(32) wird auf Null gesetzt, um die Blockierung durch Thapsigargin zu si-
mulieren. Die gezeigten IP3- und Ca2+-Konzentrationen sind hier um den 
Faktor 1000 verstärkt.
Das ER setzt Calcium frei und die Calciumkonzentration im Zytosol 
steigt an. Die IP3-Konzentration erhöht sich zunächst und ist dann rück-
läufig.
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Es ist in Abbildung 9A zu sehen, dass die Aktivierung mit  Thapsigargin zum Zeitpunkt 
t = 10 s zu einem langsamen Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol, ausgehend 
von 0,1 µM, führt. Zur besseren Darstellung entspricht die gezeigte Calciumdynamik, die 
in  Abbildung  9A (schwarze  Linie)  in  mM  angegeben  ist,  der  1000-fachen  Calcium-
konzentration.  Bei  110  s  wird  ein  Calciumpeak  mit  einer  Amplitude  von  0,8  µM 
(0,8 mM/1000)  erreicht.  Der  Calciumpeak  der  Simulation  liegt  damit  etwas  über  dem 
Amplitudenwert von 0,5 µM im Experiment (Abb. 1A in Quintana et al., 2006). Der Peak in 
der Simulation flacht dann langsam ab und erreicht mit einer Calciumkonzentration von 
0,07 µM einen Wert, der sich unterhalb des Ausgangsniveaus von 0,1 µM befindet. Die 
Abbildung 9A zeigt, dass eine kontinuierliche Leerung des ER-Calciumspeichers aufgrund 
der  blockierten  SERCA  erfolgt  (Abb.  9A,  schwarze,  gepunktete  Linie).  Die 
Calciumkonzentration im ER sinkt dabei im Verlauf von 300 s von 0,5 µM auf 0,0008 µM. 
1.2.2 Leerung des ER-Calciumspeichers bedingt IP3-Dynamik
Der Abbildung 9A kann entnommen werden, dass die Konzentration des IP3 sich in Folge 
der Calciumdynamik verändert (Abb. 9A, rote Linie). Die Produktion des IP3 ist im Modell 
nach Gleichung (7) im Zusammenhang mit der Calciumkonzentration im Zytosol zu sehen 
(Fridlyand et al.,  2003; Meyer-Hermann, 2007). Dies ist  damit zu begründen, dass die 
Phospholipase C, die das IP3 enzymatisch produziert, von Calcium abhängig ist (Michal, 
1999). Dadurch kommt es aufgrund der Zunahme der zytosolischen Calciumkonzentration 
durch Leerung des ER zu einer IP3-Dynamik. Ausgehend von einer IP3-Konzentration von 
8,7 nM steigt diese im Bereich des Calciumpeaks bei 100 s langsam an und erreicht einen 
Maximalwert von 20 nM. Zur besseren Darstellung entspricht die gezeigte IP3-Dynamik, 
die in Abbildung 9A (rote Linie) in mM angegeben ist, der 1000-fachen IP3-Konzentration. 
Nach 210 s sinkt die IP3-Konzentration langsam wieder und erreicht in den 300 s des 
Simulations-Zeitraums  nicht  wieder  den  Ausgangswert,  sondern  liegt  im  Bereich  von 
10 nM. 
1.2.3 Rekrutierung der CRAC muss nicht zu Calciumeinstrom führen
Die Leerung des ER-Calciumspeichers führt, wie dies bereits in den ersten Simulationen 
gezeigt werden konnte, zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl der CRAC in der Plasma-
membran (Abb. 7D und 9B). Diese können aufgrund der calciumfreien Umgebung zwar 
keinen Calciumeinstrom in das Zytosol leiten, dennoch werden die ORAI-Proteine durch 
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den ER-Calciumsensor STIM1 rekrutiert und die CRAC werden gebildet. Ausgehend von 
0,6 Kanälen pro µm2 nimmt die Dichte rasch zu und erreicht  bereits nach 150 s den 
maximalen Wert von 3,9 Kanälen pro µm2 (Abb. 9B). Mit  einer raschen Zunahme der 
Kanaldichte um das 6,5-fache wird in Abbildung 9B im Vergleich zu Abbildung 7D eine 
stärkere und schnellere Rekrutierung der CRAC in der Plasmamembran erreicht, da die 
SERCA aufgrund der Blockierung mit Thapsigargin das ER nicht wieder mit Calcium füllen 
kann. 
Abb. 9B:  CRAC-Dichte unter Blockierung der SERCA im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 1A in Quintana et al., 2006. Die 
T‑Zelle befindet sich zunächst im Gleichgewichtszustand. Ab dem Zeit-
punkt t = 10 s wird für die extrazelluläre Calciumkonzentration Glei-
chung C* (38) verwendet und der Calciumstrom durch die SERCA in 
Gleichung (32) wird auf Null gesetzt.
Die CRAC-Dichte nimmt aufgrund der kontinuierlichen Leerung des ER-
Calciumspeichers bis zum Erreichen der maximalen CRAC-Dichte zu. 
Da kein extrazelluläres Calcium vorhanden ist, kann durch die rekrutier-
ten CRAC allerdings kein Calciumeinstrom erfolgen. 
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1.3 PMCA- und SERCA-Blockierung ohne extrazelluläres Calcium
Mit  einem  Versuchsprotokoll,  bei  dem  die  SERCA  blockiert  ist  und  das  Calcium 
kontinuierlich aus dem ER strömt, kann der Einfluss der PMCA auf die Absenkung des 
erhöhten zytosolischen  Calciumgehalts  im Experiment  untersucht  werden  (Abb.  6C in 
Bautista et al.,  2002; siehe Anhang). Dazu befindet sich die Jurkat-T-Zelle zunächst in 
calciumfreier Ringerlösung und durch Zugabe von Thapsigargin wird der Calciumspeicher 
im ER über einen Zeitraum von 500 s geleert.  Dadurch wird ein Anstieg der Calcium-
konzentration im Zytosol von 0,28 µM bewirkt. Zusätzlich werden die Mitochondrien mit 
Oligomycin und Antimycin inhibiert, um deren Funktion als Calciumspeicher auszuschal-
ten. Nach 530 s wird die Zelle im gleichen Versuch mit  einer Ringerlösung, die 2 mM 
extrazelluläres Calcium enthält, umgeben, so dass die rekrutierten CRAC Calcium in das 
Zytosol leiten können und einen Calciumpeak von 0,7 µM verursachen. Danach wird das 
extrazelluläre  Calcium  durch  Ersetzen  des  Mediums  mit  calciumfreier  Ringerlösung 
entfernt. Der Peak wird durch die PMCA mit einer Zeitkonstante von τ = 31 s wieder auf 
den  Ausgangswert  gesenkt.  Anschließend  wird  der  Versuch  wiederholt,  in  diesem 
Experiment jedoch mit Inhibierung der PMCA durch Lanthan (La3+) (Abb. 6C in Bautista et 
al., 2002). Da La3+ zusätzlich den CRAC blockiert (Aussel et al., 1996; Hou et al., 2012), 
ist  davon  auszugehen,  dass  die  Darstellung  des  La3+-Balkens,  mit  dem  in  der 
Abbildung 6C in Bautista et al. die Zeitspanne der La3+-Zugabe angegeben ist, etwas zu 
weit links beginnt (Abb. 6C in Bautista et al., 2002). Andernfalls könnte aufgrund der mit 
La3+  blockierten CRAC kein extrazelluläres Calcium in das Zytosol einströmen. Aufgrund 
der  La3+-Inhibierung  der  PMCA ist  die  Zeitspanne,  innerhalb  derer  der  Peak  wieder 
gesenkt wird, deutlich länger als im vorangegangenen Experiment. Statt der vorherigen 
Zeitkonstante  τ = 31 s  sind  es  jetzt  τ = 480 s,  zudem  wird  die  Ausgangs-
Calciumkonzentration innerhalb des Experiments nicht mehr erreicht. 
In einem zweiten Versuch wird einer  Jurkat-T-Zelle,  die sich zunächst  in  calciumfreier 
Ringerlösung befindet, kontinuierlich der PMCA-Blocker Carboxyeosin zugegeben (Abb. 
6D  in  Bautista  et  al.,  2002;  siehe  Anhang).  Eine  Blockierung  des  CRAC  durch 
Carboxyeosin  ist  bisher  nicht  bekannt  (Feske,  2007;  Parekh,  2010).  Im Vergleich  zur 
Kontrolle, die auf die Stimulation mit Thapsigargin mit einem Calciumpeak von 0,2 µM 
reagiert, ist der Anstieg der Calciumkonzentration im Carboxyeosin-Experiment mit 0,5 µM 
deutlich  höher.  Nach  600  s  wird  die  Zelle  im  gleichen  Versuch  mit  calciumhaltiger 
Ringerlösung  umgeben,  woraus  ein  Calciumpeak  mit  einer  Amplitude  von  1,2  µM 
resultiert.  Diese Amplitude wird auch in der Kontrolle fast erreicht (gepunktete Linie in 
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Abb. 6D in Bautista et al., 2002). In der Kontrolle wird die Calciumkonzentration jedoch 
anschließend mit einer Zeitkonstante τ = 28 s gesenkt, im Carboxyeosin-Experiment mit 
blockierter PMCA sind es hingegen τ = 75 s (Abb. 6D in Bautista et al., 2002). 
1.3.1 Analyse der beteiligten Transmembranproteine am Calciumausstrom
Bautista et al. gehen davon aus, dass die PMCA die entscheidende Pumpe darstellt, die 
für die Senkung der erhöhten Calciumspiegel verantwortlich ist (Bautista et al., 2002). Es 
wird ein entsprechendes Versuchsprotokoll im Modell angewendet, um festzustellen, ob 
ausschließlich die PMCA die Absenkung der zytosolischen Calciumkonzentration bedingt 
oder ob andere Mechanismen relevant sind (Abb. 10). 
Abb. 10A:  Calciumdynamik unter PMCA- und SERCA-Blockierung
      im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 6C in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle befindet sich zunächst im Gleichgewichtszustand. Ab dem Zeit-
punkt t =  10 s wird für die extrazelluläre Calciumkonzentration Glei-
chung C* (38) verwendet und der Calciumstrom durch die SERCA in 
Gleichung (32) wird auf Null gesetzt. Zum Zeitpunkt t = 300 s und zum 
Zeitpunkt t = 600 s wird die extrazelluläre Calciumkonzentration für 50 s 
auf Normalniveau gesetzt. Anschließend wird jeweils erneut zu Glei-
chung (38) gewechselt. Zum Zeitpunkt t = 600 s wird zudem der Calci-
umstrom durch die PMCA in Gleichung (30) auf Null gesetzt.
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Wird  im  Modell  eine  parallele  PMCA-  und  CRAC-Blockierung  entsprechend  des 
Experiments in Abbildung 6C in Bautista et al. mit La3+ durchgeführt, so kann bei gleich-
zeitiger  SERCA-Inhibierung  mit  Thapsigargin  und  ohne  extrazelluläres  Calcium  im 
Anschluss  an  den  Calciumpeak  im  Modell  keine  Absenkung  der  erhöhten  Calcium-
konzentration stattfinden.
Daher wird die Abbildung 6C in Bautista et  al.  simuliert,  jedoch wird im Modell  davon 
ausgegangen, dass anstelle  des La3+ ein reiner PMCA-Antagonist  (z.B.  Carboxyeosin) 
verwendet wird, der keine Auswirkungen auf den CRAC hat (Abb. 10) (vgl. Abb. 6C in 
Bautista et al., 2002). Wie in vorangegangenen Simulationen wird der Calciumspeicher im 
ER geleert  (Abb. 10A, schwarze,  gepunktete Linie),  wodurch die Dichte aktiver CRAC 
ansteigt (Abb. 10B). 
Abb. 10B:  Calciumströme unter PMCA- und SERCA-Blockierung 
      im Modell
Simulation des Experiments aus Abb. 6C in Bautista et al., 2002. Die 
T‑Zelle befindet sich im Gleichgewichtszustand. Ab t =  10 s wird Glei-
chung C* (38) verwendet und der SERCA-Calciumstrom wird blockiert. 
Bei t = 300 s und t = 600 s wird die extrazelluläre Calciumkonzentration 
für jeweils 50 s kurzfristig wieder auf Normalniveau gebracht. Zum Zeit-
punkt t = 600 s wird zusätzlich der PMCA-Calciumstrom inhibiert.
Die Abbildung zeigt sowohl den Calciumeinstrom durch die CRAC als 
auch die Anteile der PMCA und der CRAC am Calciumausstrom.
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Der resultierende Anstieg der Calciumkonzentration in Abbildung 10A entspricht mit einer 
Amplitude von 0,8 µM dem in Abbildung 8A. Der vergleichbare Anstieg der zytosolischen 
Calciumkonzentration nach erfolgter Leerung des ER-Calciumspeichers in Abbildung 6C 
in Bautista et al. ist mit einer Amplitude von 0,25 µM deutlich geringer. Nach 300 s wird in 
der  Simulation  die  extrazelluläre  Calciumkonzentration  für  50  s  aktiviert,  das  heißt, 
Gleichung  (38) wird  kurzzeitig  nicht  mehr  verwendet.  Dies  induziert  einen  deutlichen 
Calciumeinstrom durch die CRAC (Abb. 10B, violette Linie). Der Calciumpeak hat eine 
Amplitude von 1,23 µM (Abb. 10A, schwarze Linie). Innerhalb von 50 s wird diese erhöhte 
Calciumkonzentration wieder abgesenkt und es wird mit 0,05 µM ein Wert erreicht, der 
sich  deutlich  unterhalb  der  Ausgangskonzentration  von  0,1 µM  Calcium  befindet.  Die 
Senkung der Calciumkonzentration, sowohl des ER-bedingten Calciumanstiegs als auch 
des  Peaks,  erfolgt  dabei  überwiegend  durch  die  PMCA (Abb.  10B,  blaue  Linie).  Der 
maximale Calciumstrom, der im Modell durch sämtliche PMCA in der Plasmamembran 
fließt, beträgt dabei nach dem ER-bedingten Anstieg 0,45 pA. Nach dem darauffolgenden 
Peak sind es 0,33 pA. 
1.3.2 Modell legt CRAC-Beteiligung am Calciumausstrom nahe
Da in der Simulation zunächst kein extrazelluläres Calcium zur Verfügung gestellt  wird, 
zeigt  sich im Modell  jeweils  eine Beteiligung des CRAC an der  Absenkung des zyto-
solischen Calciumsignals (Abb. 10A, schwarze Linie; Abb. 10B, violette Linie). Während 
des ersten Anstiegs der Calciumkonzentration, der ausschließlich auf dem Ausstrom des 
Calciums aus dem ER beruht,  strömen durch die  CRAC Calciumionen mit  insgesamt 
0,15 pA aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum (Abb. 10B, violette Linie). Am ersten 
Peak ist  der  CRAC,  in  Folge der  kurzen Stimulation  mit  extrazellulärem Calcium,  mit 
einem Calciumeinstrom von -0,78 pA ursächlich beteiligt  (Abb.  10B, violette Linie).  Im 
Modell  zeigt  sich,  dass  nach  erneuter  Entfernung  des  extrazellulären  Calciums  im 
Anschluss an diesen Peak die CRAC mit 0,27 pA ebenfalls am Calciumausstrom beteiligt 
sind  (Abb.  10B,  violette  Linie).  Fraglich  ist  jedoch,  ob  der  CRAC  einen  reversen 
Calciumstrom, der entgegen der Richtung des bisher bekannten Calciumeinstroms erfolgt, 
strukturell überhaupt zulässt (siehe Kapitel V, 1.3.2). Zur Blockierung der PMCA wird – 
analog zur SERCA-Blockierung – mit der nächsten Simulation zum Zeitpunkt t = 600 s der 
PMCA-Calciumstrom der Gleichung (30) auf  IPMCA = 0 gesetzt (Abb. 10B, blaue Linie). 
Aufgrund der kontinuierlichen Stimulation mit Thapsigargin wird der SOCE aufgrund der 
erneuten 50-sekündigen extrazellulären Calciumzugabe zum Zeitpunkt  t = 600 s wieder 
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aktiv und Calcium strömt mit einer Amplitude von -0,78 pA ein, bezogen auf den Gesamt-
Calciumeinstrom  durch  die  CRAC  (Abb.  10B,  violette  Linie).  Die  zytosolische 
Calciumkonzentration  steigt  dadurch kurzzeitig  auf  einen Wert  von 10 µM (Abb.  10A, 
schwarze Linie). Anschließend zeigt sich ein Absinken der Calciumkonzentration, wobei 
dieser  zweite  Calciumpeak  zwar  ebenso  rasch  sinkt  wie  in  der  vorangegangenen 
Simulation, die Calciumkonzentration fällt allerdings nicht mehr unter das Ausgangsniveau 
(Abb. 10A). Da die PMCA blockiert und kein extrazelluläres Calcium vorhanden ist, wird in 
diesem Fall in der Simulation der gesamte Anteil am Ausstrom des Calciums aus dem 
Zytosol in den Extrazellulärraum von den CRAC übernommen (Abb. 10B, violette Linie). 
1.3.3 IP3-Dynamik durch erhöhte Calciumkonzentration
Analog zu Abbildung 9A sieht man auch in der Abbildung 10A, dass die Konzentration des 
IP3 sich in Abhängigkeit der Calciumkonzentration verändert (Abb. 10A, rote Linie). Diese 
IP3-Dynamik  ist  darauf  zurückzuführen,  dass  die  PLC,  die  das  IP3 produziert,  durch 
erhöhte Calciumkonzentrationen im Zytosol aktiviert wird (Michal, 1999).
1.4 Stimulation der T-Zelle bei gleichzeitiger PMCA-Blockierung
1.4.1 CRAC als Gegenspieler zur PMCA
Die mit dem Calciumdynamik-Modell durchgeführten Simulationen führen zu einer neuen 
Sichtweise auf das zytosolische Calciumsignal. Die Simulationen legen nahe, dass der 
Calciumeinstrom durch den CRAC im Aktivierungsprozess der T-Zelle hauptsächlich der 
Aufrechterhaltung des Calciumsignals dient (Abb. 7B und 8B, violette Linie). Dabei sorgen 
die  CRAC,  deren  Dichte  in  der  Plasmamembran  in  Folge  der  Abnahme  der  ER-
Calciumkonzentration  zunimmt  (Abb.  7D  und  9),  dafür,  dass  die  erhöhte  Calcium-
konzentration  so lange  besteht,  wie  es  zur  Weiterleitung des  Signals  in  den  Zellkern 
erforderlich ist. 
Den Hauptanteil an der Entstehung des zytosolischen Calciumpeaks trägt der IP3R (Abb. 
7B, rosafarbene Linie). Der Peak resultiert damit direkt aus dem CICR beziehungsweise 
aus der IP3-induzierten Leerung des ER-Calciumspeichers (Abb. 9A). 
Der  CRAC verhindert  in  diesem  Zusammenhang  einen  zu  hohen  Calciumverlust  der 
aktivierten  T-Zelle,  die  normalerweise  mit  einer  aktiven  PMCA  die  erhöhte 
Calciumkonzentration im Zytosol rasch wieder senkt (Abb. 7A, 7B, 8A und 8B). Der CRAC 
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fungiert  nach  den  Erkenntnissen  aus  den  bisherigen  Simulationen  folglich  als 
„Gegenspieler“ zur PMCA. 
1.4.2 Geringe Zunahme der CRAC-Dichte bei PMCA-Blockierung
Um diese  Interpretation  der  Simulationsergebnisse  zu  testen,  wird  noch  ein  weiteres 
in silico-Experiment durchgeführt.  Die PMCA wird dabei zum Zeitpunkt  t = 10 s durch 
Setzen der Gleichung (30) auf IPMCA = 0 inhibiert und gleichzeitig erfolgt eine Stimulation 
des T-Zell-Rezeptors (Abb. 11). Die SERCA bleibt in dieser Simulation intakt und extra-
zelluläres Calcium ist vorhanden. Gemäß der oben aufgestellten Hypothese, dürfte der 
CRAC  in  einer  solchen  Modellsituation  aufgrund  des  Mangels  von  PMCA  als 
Gegenspieler weniger aktiv werden als in der Simulation, deren Ergebnis in Abbildung 7 
zu sehen ist. Die Rekrutierung der CRAC müsste bei blockierter PMCA geringer ausfallen, 
so dass die Dichtezunahme der CRAC in der Plasmamembran weniger ausgeprägt wäre, 
als dies in Abbildung 7D mit einer Zunahme um das 5,7-fache an Kanälen pro µm2 zu 
sehen ist. 
Durch die Stimulation des T-Zell-Rezeptors bei blockierter PMCA in einem ansonsten un-
veränderten  T-Zell-Modell  kommt  es  zu  einem  deutlichen  Anstieg  der  zytosolischen 
Calciumkonzentration,  wobei  nach  300  s  Simulationszeitraum  ein  Wert  von  3,5  µM 
erreicht wird (Abb. 11, schwarze Linie). Dem Kurvenverlauf nach zu urteilen, würde die 
Konzentration bei längerer Laufzeit  des Experiments auch darüber hinaus noch weiter 
zunehmen.  Dabei  steigt  die  Kurve  zu  Beginn  der  Stimulation  stark  an,  und  ab  dem 
Zeitpunkt von 75 s verläuft  die Zunahme der Calciumkonzentration etwas linearer und 
langsamer,  doch  sehr  stetig.  Der  Anstieg  der  Calciumkonzentration  beruht  auf  dem 
Calciumeinstrom durch den CRAC. Der Gesamtstrom durch die CRAC findet in einem 
Bereich statt, der etwas unterhalb von -0,5 pA liegt, wie es bereits in Abbildung 7B gezeigt 
ist. Dadurch, dass der Calciumfluss durch den CRAC nicht auf Null reduziert ist, findet 
kontinuierlich ein Calciumeinstrom in das Zytosol statt (Abb. 11, schwarze Linie).
Durch  die  Stimulation  des  T-Zell-Rezeptors  kommt  es  –  vermittelt  durch  den  IP3R – 
zunächst zu einem deutlichen Netto-Calciumstrom aus dem ER in das Zytosol. Da die 
PMCA blockiert  ist,  kann das zytosolische Calcium nicht  in  den Extrazellulärraum ab-
fließen, sondern es wird über die SERCA ins ER zurücktransportiert. Da das zytosolische 
Calcium jedoch gleichzeitig  als  Ligand am IP3R für  eine Co-Stimulation sorgt  (CICR), 
bleibt der IP3R aktiv und arbeitet gegenläufig zur SERCA (Berridge, 1993). Parallel dazu 
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wird die IP3-Produktion durch die Phospholipase C aufgrund des erhöhten Calciumgehalts 
angeregt und der IP3R wird dadurch zusätzlich stimuliert (Berridge, 1993; Michal, 1999). 
Im Verlauf der Simulation wird der ER-Calciumgehalt aufgrund der parallelen Aktivierung 
der SERCA und der IP3R wieder ausgeglichen. 
Die anfängliche kurzzeitige Abnahme der Calciumkonzentration im ER bedingt zunächst 
die Rekrutierung der CRAC in der Plasmamembran (Abb. 11, violette Linie). Die CRAC-
Dichte nimmt in der Simulation zunächst um das 1,25-fache zu (Abb. 11, violette Linie). 
Das ist  eine sehr geringe Zunahme der CRAC-Dichte im Vergleich mit  der 5,7-fachen 
Dichtezunahme, die bei der vergleichbaren Simulation mit aktiver PMCA erreicht werden 
kann (vgl. Abb. 7D). Dies zeigt, dass in der Simulation, die der Abbildung 11 zugrunde 
liegt,  die  PMCA als  Gegenspieler  zum CRAC fehlt  und  die  CRAC dadurch nicht  voll 
rekrutiert werden können. Da die Stimulation des T-Zell-Rezeptors jedoch nur einmal zum 
Abb. 11:  CRAC-Dichte bei gleichzeitiger PMCA-Blockierung im Modell
Simulation zur Überprüfung der Resultate aus dem Modell. Die T-Zelle wird 
zum Zeitpunkt t = 10 s stimuliert, indem in Gleichung (7) T(t) = 1,6 gesetzt 
wird. Gleichzeitig wird der PMCA-Calciumstrom inhibiert. Darüber hinaus 
werden keine weiteren Modifikationen vorgenommen.
Aufgrund der Stimulation werden CRAC rekrutiert. Da die SERCA intakt ist, 
kann das ER wieder mit Calcium aufgefüllt werden, weshalb die CRAC-Dich-
te wieder abnimmt. Durch die bereits vorhandenen CRAC kommt es jedoch 
zu einem kontinuierlichen Calciumeinstrom. 
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Zeitpunkt  t = 10 s erfolgt und keine SERCA-Blockierung durch Thapsigargin stattfindet, 
kann das  ER nur  kurz  einen  Netto-Calciumausstrom durch den  IP3R generieren.  Der 
Calciumgehalt im ER bleibt anschließend für die weitere Laufzeit der Simulation relativ 
unverändert,  wodurch  die  CRAC-Dichte  wieder  abnimmt  und  letztlich  unterhalb  des 
Ausgangsniveaus verbleibt (Abb. 11, violette Linie). Durch die bereits erfolgte 1,25-fache 
Zunahme der CRAC-Dichte aufgrund der Stimulation des T-Zell-Rezeptors zum Zeitpunkt 
t = 10 s, sind jedoch schon mehr CRAC aktiv, als es im ruhenden Zustand der Zelle der 
Fall wäre. Dies führt zu einem kontinuierlichen Calciumeinstrom durch die CRAC und zum 
zunehmenden Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol (Abb. 11).
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2 Modellerweiterung und elektrophysiologischer Ansatz
Im Calciumdynamik-Modell der T-Zelle werden der CRAC und die PMCA in der Plasma-
membran  sowie  der  IP3R  und  die  SERCA in  der  ER-Membran  berücksichtigt.  Der 
Calciumeinstrom und -ausstrom durch die  Kanäle  und Pumpen wird simuliert  und die 
resultierende  Calciumdynamik,  die  den  experimentellen  Ergebnissen  entspricht,  kann 
analysiert werden. Da die Modellierung sich auf zwei Calciumkanäle und zwei Calcium-
pumpen beschränkt, kann die Anzahl der freien Parameter gering gehalten werden und 
die  Einzelkanal-Charakteristika  können auf  Basis  von  Literaturdaten  integriert  werden. 
Das Calciumdynamik-Modell ist experimentell validiert (Bautista et al., 2002; Quintana et 
al., 2006) und kann als Ausgangspunkt für weitere Simulationen dienen (Schmeitz et al., 
2013). 
Um  die  T-Zelle  in silico physiologischer  repräsentieren  zu  können,  wird  die  Weiter-
entwicklung  des  Calciumdynamik-Modells  angestrebt.  Mit  einem  komplexeren  elektro-
physiologischen  Modell  ließe  sich  die  Aussagekraft  und  der  prognostische  Wert  der 
Simulationen insbesondere im Hinblick auf eine zukünftige pharmakologische Anwendung 
erhöhen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird zur Ergänzung des Calciumdynamik-
Modells  ein  elektrophysiologischer  Ansatz  konzipiert,  in  den  zusätzliche  Kanäle  und 
Pumpen des T-Lymphozyten integriert  werden.  Der  Modellentwurf  berücksichtigt  dabei 
neben der Calciumdynamik auch die zytosolischen Konzentrationen der Ionen Natrium 
und Kalium sowie das Potential der Plasmamembran und der ER-Membran. 
Der  Ansatz  des  erweiterten  elektrophysiologischen  Modells  der  T-Zelle  umfasst  – 
zusätzlich  zu  den  Transmembranproteinen,  die  bereits  im  Calciumdynamik-Modell 
berücksichtigt werden – den intrazellulären RyR, den Natrium-Calcium-Kanal TRPM4, die 
Kaliumkanäle  KV1.3  und  KCa3.1  sowie  weitere  Ionenpumpen  für  Natrium,  Kalium  und 
Calcium (siehe Kapitel  II,  2.2.1)  (Kelly et  al.,  1991;  Grissmer et  al.,  1993;  Ishida und 
Chused,  1993;  Hohenegger  et  al.,  2002;  Launay  et  al.,  2002).  Um  die  Spannungs-
abhängigkeit  der  Kanäle  wiedergeben  zu  können,  muss  das  Membranpotential  als 
dynamische Größe implementiert werden (vgl. Meyer-Hermann, 2007). Damit wird auch 
die veränderliche elektrophysiologische Situation der T-Zelle  mit  Auswirkungen auf  die 
Calciumdynamik berücksichtigt (Kelly et al.,  1991; Meyer-Hermann, 2007; Feske et al., 
2012).  Im  Entwurf  des  elektrophysiologischen  Modells  wird  sowohl  das  Potential  der 
Plasmamembran  als  auch  das  der  ER-Membran  in  Form  einer  separaten 
Differentialgleichung berücksichtigt. 
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Die Kanäle und Pumpen, die im Rahmen der elektrophysiologischen Modellerweiterung 
relevant sind, werden im Kontext der bisherigen Ergebnisse des Calciumdynamik-Modells 
in der Diskussion dargestellt  (Kapitel V, 2.1).  In diesem Zusammenhang wird auch die 
Bedeutung des dynamischen Membranpotentials für die Modellentwicklung thematisiert 
(siehe Kapitel V, 2.2).
Das erweiterte elektrophysiologische Modell existiert als Entwurf und derzeit sind damit 
noch keine relevanten Simulationsergebnisse erzielbar. 
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V DISKUSSION
1 Calciumdynamik im Modell versus Experiment
1.1 Konzeption des Calciumdynamik-Modells auf experimenteller Basis
In der vorliegenden Arbeit wird die Calciumdynamik eines T-Lymphozyten mit mathema-
tischer  Modellierung  dargestellt.  In  Abhängigkeit  verschiedener  Stimulations-Szenarien 
kann mit dem Modell die resultierende Veränderung der Calciumkonzentration sowohl im 
Zytosol  als  auch  im  ER  untersucht  werden.  Das  Gesamtmodell  wird  durch  in silico-
Kombination  einzelner  Modellteile  gebildet.  Die  Modellteile  repräsentieren  die  spezi-
fischen  Eigenschaften  des  T-Lymphozyten,  beispielsweise  in  Bezug  auf  die 
geometrischen Bedingungen oder die Transmembranproteine. Die Kanäle und Pumpen 
werden  dabei  hinsichtlich  ihrer  jeweiligen  Beschaffenheit  berücksichtigt  und  mit  ihrer 
charakteristischen Dichte im Modell  integriert.  Diese detailgetreue Vorgehensweise bei 
der Calciumdynamik-Modellierung ermöglicht die Durchführung konkreter Analysen: 
So  kann  zum  Beispiel  der  Calciumstrom  durch  einzelne  Transmembranproteine 
untersucht  werden.  Dabei  kann  gezeigt  werden,  inwieweit  die  einzelnen  Kanäle  oder 
Pumpen zum Gesamtstrom beitragen und an welchen Phasen des Calciumsignals sie 
jeweils verstärkt beteiligt sind. Durch die dynamische Berücksichtigung der CRAC-Dichte 
–  die  zum ersten  Mal  im Rahmen des hier  vorgestellten  Calciumdynamik-Modells  für 
einen  T-Lymphozyten verwirklicht  wird  –  kann  für  jede Phase  des  Calciumsignals  die 
Anzahl  der  aktiven  CRAC  bestimmt  werden.  Deren  Anteil  am  Calciumpeak  kann 
analysiert und mit den Resultaten aus Experimenten verglichen werden. Dadurch können 
neue Experimente vorgeschlagen oder Prognosen erstellt werden. 
Die Simulationen zeigen, dass der Calciumeinstrom durch die CRAC infolge einer T-Zell-
Aktivierung nicht auf der Steigerung der Leitfähigkeit eines einzelnen Kanals, sondern auf 
einer Dichtezunahme der CRAC in der Plasmamembran beruht (siehe Abb. 7 und 9). In 
diesem Zusammenhang kann die Abhängigkeit der CRAC-Rekrutierung von der Calcium-
konzentration im ER-Lumen dargestellt werden (siehe Abb. 9A und 10A). Mit dem Modell 
kann nachgewiesen werden, dass die CRAC insbesondere für die Aufrechterhaltung des 
zytosolischen Calciumsignals  zuständig (siehe Abb.  7B, 8B, 10B und 11) und für  den 
initialen Calciumpeak eher von untergeordneter Bedeutung sind (siehe Abb. 8 und 10). 
Darüber hinaus lassen die Simulationen die Interpretation zu, dass die Rolle des CRAC 
darin liegt, als Gegenspieler zur PMCA zu fungieren (siehe Abb. 11). 
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Das validierte Modell kann einen Ausgangspunkt für ergänzende Analysen der Calcium-
dynamik in T-Zellen bilden,  insbesondere im Zusammenhang mit  der Erforschung von 
CRAC-Antagonisten.
1.1.1 Verwendung experimentell bestimmter Parameter im Modell
In das Calciumdynamik-Modell  werden experimentell  bestimmte Daten zur Darstellung 
der  Charakteristika  der  einzelnen  Transmembranproteine  eingesetzt.  Damit  kann  der 
Anteil  an freien Parametern,  die andernfalls  hätten angepasst  werden müssen,  gering 
gehalten werden. 
Das ohnehin bereits komplexe Modell gewinnt durch die Verwendung fester Parameter an 
Stabilität,  wovon die durchgeführten Simulationen in Bezug auf die Validität profitieren. 
Das neue Calciumdynamik-Modell unterscheidet sich diesbezüglich entscheidend von den 
bisherigen Calcium-Modellen (siehe Kapitel II, 4.2) (vgl. Kowalewski et al. 2006; Chen et 
al.,  2008;  Martin  et  al.,  2012).  Für  das  SOCE-Modell  von  Kowalewski  et  al.  werden 
Gesamt-Ionenströme betrachtet, die unter Verwendung von Konstanten errechnet werden 
(Kowalewski et al., 2006). Für das Modell der immunologischen Synapse von Martin et al., 
wird zwar insbesondere der CRAC separat betrachtet, doch werden für die Umsetzung in 
das Modell keine Literaturdaten, sondern angepasste Parameter verwendet (Martin et al., 
2012). In beiden Modellen kann somit eine Analyse der Beteiligungen einzelner Trans-
membranproteine am Calciumsignal nicht erfolgen. Im Gegensatz dazu werden für das 
hier  vorgestellte  Calciumdynamik-Modell  die  Charakteristika  der  einzelnen  Trans-
membranproteine über die Implementierung der entsprechenden Literaturwerte integriert. 
Alle Einzelkanal-Eigenschaften, die auf experimentell bestimmten Werten basieren, sind 
leicht  in  das  Modell  zu  integrieren  und  bleiben  während  des  „fittings“  der  sonstigen 
Parameter  unverändert.  Durch  diese  geringe  Anzahl  an  freien  Parametern  nimmt  die 
Aussagekraft der mit dem Modell durchgeführten Simulationen zu. Die Implementierung 
der  Einzelkanal-Eigenschaften  in  das  Calciumdynamik-Modell  kann  als  mehr-
dimensionaler  Ansatz betrachtet  werden:  Die einzelnen Transmembranproteine werden 
einzeln  modelliert  und  anschließend  miteinander  zu  einem Gesamtmodell  der  T-Zelle 
vernetzt. Dabei werden die Kompartimente Zytosol und ER berücksichtigt. Dies ermöglicht 
sowohl die Analyse der Calciumströme auf der Ebene der einzelnen Kanäle und Pumpen 
als auch die Beobachtung der entsprechenden Auswirkungen auf die Calciumdynamik der 
gesamten Zelle. 
DISKUSSION 79
Als  eine Beeinträchtigung bei  der  hier  vorgestellten Modellierung der  Calciumdynamik 
kann  in  diesem  Zusammenhang  die  Nutzung  experimenteller  Daten,  sofern  sie  nicht 
speziell  Jurkat-T-Zellen  betreffen,  gesehen  werden.  Da  nicht  alle  erforderlichen 
Einzelkanal-Parameter  aus  Experimenten  mit  T-Lymphozyten  übernommen  werden 
können, muss für das Modell die folgende Annahme getroffen werden: 
Das  jeweilige  Transmembranprotein  besitzt  spezifische  Eigenschaften,  die  für  jeden 
einzelnen  Kanal-  oder  Pumpentyp,  nach  Isoformen  getrennt,  charakterisiert  werden. 
Diese Eigenschaften werden jedoch in Bezug auf die jeweiligen Zelltypen, in denen das 
entsprechende  Transmembranprotein  vorkommt,  als  universal  betrachtet.  Dies  gilt 
dementsprechend auch für die Isoformen des IP3R (Guse et al., 1992; Sneyd und Falcke, 
2005) und für die Pumpen SERCA und PMCA (Elwess et al., 1997; Caride et al., 2001a). 
Bei der Modellierung wird entsprechend darauf geachtet, die Daten derjenigen Isoform 
eines Transmembranproteins zu verwenden, die in T-Zellen vorkommt.
Innerhalb des Bezugssystems der Calciumdynamik-Modellierung werden die spezifischen 
Eigenschaften  der  T-Zelle  über  die  ausdrückliche  Berücksichtigung  der  Dichte  der 
jeweiligen Transmembranproteine sowie die Repräsentation der T-Zell-typischen Kanäle 
und  Pumpen  vermittelt.  Es  werden  dabei  jeweils  die  Aktivierungs-  und 
Inaktivierungsparameter sowie die spezifischen Leitfähigkeiten der Kanäle in das Modell 
integriert. 
1.1.2 Berücksichtigung räumlicher Gegebenheiten
Im Calciumdynamik-Modell wird die Geometrie der T-Zelle berücksichtigt. Der Zellradius 
ist so gewählt, dass er sich auf Jurkat-T-Zellen bezieht und mit experimentellen Werten 
übereinstimmt (Bautista et  al.,  2002).  Mit  dem bekannten Radius  der  T-Zelle  sind die 
Volumina des Zytosols und des ER berechenbar und werden in Bezug zu den jeweiligen 
Oberflächen der Kompartimente betrachtet (vgl. Gleichungen (10)–(22)). Die Berechnung 
der Oberflächengrößen ist dabei für die Darstellung der Ionenströme in den Gleichungen 
(1) und (4) erforderlich (Grissmer et al., 1993; Means et al., 2006; Meyer-Hermann, 2007; 
Parekh 2010). Bezüglich der Oberfläche des ER muss die Berechnung jedoch ausgehend 
von einer Kugelform ausgeführt und über einen besonderen Faktor an die reale Situation 
(weitverzweigte komplexe Oberfläche) angepasst werden. Für die Darstellung im Modell 
erscheint dies ausreichend, zumal keine experimentell bestimmten Daten über die Größe 
und die Oberfläche des ER in Jurkat-T-Zellen existieren (Marhl et al., 1997; Means et al., 
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2006; Taylor et al., 2009). Der Zellkern wird im Modell berücksichtigt, da er das Volumen 
des Zytosols deutlich verkleinert und somit einen Einfluss auf die intrazelluläre Calcium-
konzentration  hat  (vgl.  Gleichungen  (11)  und  (13)).  Obwohl  bekannt  ist,  dass  die 
Mitochondrien  an  der  Generierung  des  Calciumsignals  beteiligt  sind  (Quintana  et  al., 
2011;  Taylor  und Dale,  2012) und auch der Golgi-Apparat  über Calciumkanäle verfügt 
(Vandecaetsbeek et  al.,  2011;  Taylor  und Dale,  2012),  können die  beiden Organellen 
aufgrund der daraus resultierenden Überparametrisierung nicht in das derzeitige Modell 
implementiert werden. Im Rahmen einer Weiterentwicklung des Calciumdynamik-Modells 
wäre die Integration zusätzlicher Organellen jedoch denkbar.
In  Experimenten  können  lokale  Calciumsignale  innerhalb  des  Zytosols,  sogenannte 
Mikrodomänen, beobachtet werden (Bautista und Lewis, 2004; Wu et al., 2006; Quintana 
et al., 2011; Martin et al., 2012). Es kommt dabei zu lokalen Inhomogenitäten der intra-
zellulären Calciumkonzentration an den Eintrittsstellen des Calciumstroms in das Zytosol 
durch den CRAC (Wu et al., 2006; Quintana et al.,  2012; Martin et al., 2012). Bei der 
Modellierung  der  immunologischen  Synapse  durch  Martin  et  al.  werden  aus  diesem 
Grund lokale Unterschiede in der Ionenkonzentration berücksichtigt (Martin et al., 2012). 
Das  Modell  bleibt  dabei  allerdings  auf  die  Schnittstelle  zwischen  der  antigen-
präsentierenden Zelle und der T-Zelle beschränkt (Martin et al., 2012). 
Eine räumliche Berücksichtigung verschiedener intrazellulärer Calciumkonzentrationen ist 
mit  dem  hier  vorgestellten  Calciumdynamik-Modell,  das  sich  auf  den  gesamten 
T-Lymphozyten bezieht, nicht zu erzielen. Ein solcher Ansatz würde die Komplexität des 
Modells  signifikant  erhöhen  und  die  Anwendungsbreite  dadurch  einschränken.  Im 
Calciumdynamik-Modell  beziehen sich  die  errechneten Calciumkonzentrationen jeweils 
auf die durchschnittlichen Werte innerhalb der Kompartimente Zytosol und ER.
1.1 Stimulation des T-Zell-Rezeptors bei extrazellulärem Calcium
Die Simulationen repräsentieren Experimente zur Calciumdynamik in Jurkat-T-Zellen nach 
einer Aktivierung des T-Zell-Rezeptors. Die Aktivierung des T-Lymphozyten wird  in silico 
durch manuelle Erhöhung der IP3-Produktion in Gleichung (7) durchgeführt. Dies bedingt 
die  Calciumfreisetzung  aus  dem  ER,  wobei  dieser  Vorgang  durch  den  CICR  noch 
verstärkt wird. Die Simulationen werden in Analogie zu den Experimenten (Bautista et al., 
2002;  Quintana  et  al.,  2006)  zunächst  in  Gegenwart  extrazellulären  Calciums 
durchgeführt.  Dabei  können  die  experimentellen  Versuchsergebnisse  anhand  der 
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Ergebnisse der Modellierung analysiert werden (siehe Abb. 7 und 9). 
In den Simulationen sind sowohl die Gesamt-Calciumströme durch die Transmembran-
proteine als auch die jeweiligen Anteile der einzelnen Kanäle und Pumpen am Calcium-
signal sichtbar (siehe Abb. 7B und 7C). Der Anstieg der CRAC-Dichte, bedingt durch die 
Leerung des ER-Calciumspeichers, ist  in silico zu beobachten (siehe Abb. 7D und 9B). 
Die Simulationen beweisen, dass es nicht die Einzelkanal-Eigenschaften des CRAC sind, 
die den verstärkten Calciumeinstrom bedingen, sondern dass die Regulation über eine 
Dichtezunahme der CRAC stattfindet (siehe Abb. 7B, 7C und 7D sowie 9B). Dies ist in 
Übereinstimmung mit experimentellen Resultaten, die unabhängig von den Experimenten 
sind, die mit den Simulationen dargestellt werden können (Parekh, 2010; Li et al., 2011; 
Hou  et  al.,  2012).  Es  zeigt  sich,  dass  der  CRAC  durch  den  SOCE  für  die 
Aufrechterhaltung  des  Calciumsignals  verantwortlich  ist  (siehe  Abb.  7D).  Der  initiale 
Calciumpeak ist  durch die Calciumfreisetzung aus dem ER – stimuliert  durch IP3 und 
Calcium (CICR) – bedingt (siehe Abb. 8) (vgl. Bautista et al., 2002; Luik et al., 2008). Bei 
intakter SERCA wird der Calciumgehalt im ER durch den Einstrom von Calcium in das 
Lumen wieder ausgeglichen (siehe Abb. 8B) (vgl. Bautista et al., 2002). Die Ergebnisse 
der Simulationen zeigen den Vorteil einer physiologischen Repräsentation des SOCE im 
Calciumdynamik-Modell  und stellen eine Weiterentwicklung im Vergleich zu bisherigen 
Modellen dar (siehe Kapitel II, 4.2) (vgl. Kowalewski et al., 2006; Martin et al., 2012). Es 
wird  deutlich,  dass  die  dynamische Berücksichtigung  der  Dichten  der  Transmembran-
proteine, insbesondere des CRAC, entscheidend ist.
1.2 Stimulation der T-Zelle in calciumfreier Umgebung
Mit  dem Modell  kann die Rolle des CRAC nach erfolgter  T-Zell-Aktivierung untersucht 
werden (siehe Abb. 7). In diesem Zusammenhang wird des Weiteren der Anteil der IP3- 
und Calcium-induzierten Calciumfreisetzung aus dem ER (CICR) im Vergleich zum SOCE 
ermittelt  (siehe Abb.  8,  9 und 10).  Die entsprechenden Simulationen werden,  wie  die 
zugrundeliegenden  Experimente  (Bautista  et  al.,  2002;  Quintana  et  al.,  2006),  ohne 
umgebendes extrazelluläres Calcium durchgeführt.  Zwei Simulationsprotokolle kommen 
zur Anwendung: Um die experimentellen Ergebnisse aus Bautista et al.  zu simulieren, 
erfolgt die Aktivierung der T-Zelle durch Stimulation der IP3-Produktion (siehe Abb. 7 und 
8) (vgl. Abb. 2A in Bautista et al.,  2002). Zur Repräsentation der Calciumdynamik, die 
Quintana et  al.  experimentell  bestimmen,  wird der  Calciumstrom durch die SERCA in 
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Gleichung (32) inhibiert (siehe Abb. 9 und 10) (vgl. Abb. 1A in Quintana et al., 2006). Die 
extrazelluläre  Calciumkonzentration  wird  in  den  Simulationen  mittels  Gleichung  (38) 
nahezu auf Null gesetzt, um der experimentellen Vorgehensweise zu entsprechen (siehe 
Abb. 8, 9 und 10).
Anhand  der  Simulationen  wird  ersichtlich,  dass  der  initiale  Anstieg  der  zytosolischen 
Calciumkonzentration (Peak) eine Folge aus dem Ausstrom des ER-Calciums durch den 
IP3R ist  (siehe Abb. 8 und 9A). Das Modell repräsentiert  zudem die Dynamik der IP3-
Konzentration in Abhängigkeit des zytosolischen Calciums. Die IP3-Konzentration nimmt 
aufgrund der Calcium-bedingten Stimulation der Phospholipase C zu (siehe Abb. 9A und 
10A) (vgl. Michal, 1999). 
Der Gleichgewichtswert der IP3-Konzentration erweist sich in diesem Zusammenhang als 
kritischer  Parameter  bei  der  Modellierung.  Die  experimentell  bestimmten  IP3-Gleich-
gewichtskonzentrationen  sind  für  T-Zellen  mit  Werten  zwischen  100  nM  und  1  µM 
angegeben (Guse et al., 1992). Des Weiteren ist jedoch aus der Literatur bekannt, dass 
IP3 zur  Clusterbildung  der  IP3R  in  der  ER-Membran  führt,  und  dass  diese  Cluster 
wiederum eine geringere Empfindlichkeit für IP3 besitzen (Rahman et al., 2009; Taylor et 
al.,  2009).  In  Abhängigkeit  des  Vor-Aktivierungsstatus  der  T-Zelle,  könnte  diese 
Clusterbildung  die  Ursache  dafür  sein,  dass  in  den  Experimenten  relativ  hohe  IP3-
Gleichgewichtskonzentrationen gemessen werden (Guse et al., 1992). Für pankreatische 
Zellen  liegt  die  IP3-Konzentration  im  Ruhezustand  sogar  im  Bereich  von  300  nM 
(Fridlyand  et  al.,  2003).  Diese  Gleichgewichtswerte  passen  jedoch  nicht  zu  den 
Ergebnissen aus den experimentellen Untersuchungen zur Aktivierung und Inaktivierung 
des IP3R in T-Lymphozyten (Mak et al., 1998; Sneyd und Falcke, 2005; Ionescu et al., 
2006; Foskett et al., 2007). Um eine Änderung der Öffnungswahrscheinlichkeit des IP3R 
zu erreichen,  muss hier  ein effektiver Anstieg der IP3-Konzentration möglich sein (vgl. 
Abb. 6 in Kapitel III, 2.6.2) (Mak et al., 1998). Die IP3-Ausgangskonzentration in T-Zellen 
muss daher deutlich niedriger liegen (De Young und Keizer, 1992; Schmeitz et al., 2013). 
Im Calciumdynamik-Modell wird ein Wert von 8,7 nM verwendet (De Young und Keizer, 
1992). Dieser Wert ist mit einem QI von 318% als kritischer Parameter zu bewerten (vgl.  
Tab.  1  in  Kapitel  III,  2.8).  Das  heißt,  das  Modell  reagiert  auf  Änderungen  der  IP3-
Gleichgewichtskonzentration  sehr  sensibel.  Es  sind  jedoch  keine  ausreichenden 
Literaturdaten  zur  IP3-Konzentration  verfügbar.  Daher  muss  der  IP3-Ruhewert  für  das 
bestehende  Modell  als  verlässlich  erachtet  werden,  zumal  die  experimentellen 
Verhältnisse mit den generierten Simulationen reproduziert werden können (vgl. Abb. 6 in 
Kapitel III, 2.6.2) (Mak et al., 1998). 
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1.3 PMCA- und SERCA-Blockierung ohne extrazelluläres Calcium
1.3.1 Calciumströme bei Blockierung der PMCA
Mit dem Calciumdynamik-Modell kann analysiert werden, welche Transmembranproteine 
am  Ausstrom  des  Calciums  nach  einer  Aktivierung  der  T-Zelle  beteiligt  sind.  Im 
Experiment, welches den Simulationen zugrunde liegt, wird die T-Zelle mit Thapsigargin 
aktiviert und die PMCA mit La3+ beziehungsweise mit Carboxyeosin blockiert (Abb. 6C und 
6D in Bautista et al., 2002). Infolgedessen ist eine deutliche Reduktion in der Geschwin-
digkeit bei der Senkung der erhöhten Calciumkonzentration beobachtbar (Abb. 6C und 6D 
in Bautista et al., 2002). 
In diesem Zusammenhang erscheint  die Verwendung von La3+ in der Abbildung 6C in 
Bautista et al. problematisch, da La3+ als CRAC-Inhibitor bekannt ist (Aussel et al., 1996; 
Feske et al., 2012). Der Calciumpeak erscheint in der Abbildung 6C als Folge der Zugabe 
extrazellulären Calciums – gleichzeitig wird jedoch der PMCA- und CRAC-Antagonist La3+ 
zugegeben (Abb. 6C in Bautista et al., 2002). Würden die CRAC parallel zur Zugabe des 
extrazellulären  Calciums  eine  Inhibierung  durch  La3+ erfahren,  so  gäbe  es  keinen 
Calciumeinstrom  und  damit  auch  keinen  Calciumpeak,  es  sei  denn,  die  CRAC-
Blockierung wäre aufgrund einer zu geringen La3+-Konzentration inkomplett oder der Peak 
würde durch andere Calciumkanäle generiert (Aussel et al., 1996; Feske et al., 2012). Die 
Frage  bleibt  also,  ob  der  CRAC  trotz  einer  Blockierung  mit  La3+ noch  teilweise 
funktionsfähig ist, oder ob das La3+ später zugegeben wird, als es der Graphik zu ent-
nehmen ist (Abb. 6C in Bautista et al., 2002). 
Es wäre des Weiteren zu untersuchen, durch welche Kanäle das Calcium ausströmen 
kann, wenn die PMCA blockiert ist. In Frage käme die Natrium-Calcium-Pumpe (NaCa), 
deren Existenz in T-Lymphozyten jedoch umstritten ist  (Kapitel V, 2.1.3) (Berridge et al., 
2003;  Feske,  mdl.  Mitt.  07/2012).  Eine  andere  Möglichkeit  bestünde  in  einem 
Umkehrstrom durch den CRAC (Kapitel V, 1.3.2).
Im Modell kann eine Simulation mit einer PMCA- und CRAC-Blockierung entsprechend 
des Bautista-Experiments mit La3+ durchgeführt werden (Abb. 6C in Bautista et al., 2002). 
Bei einer Aktivierung der T-Zelle mit Thapsigargin kommt es, wie erwartet, aufgrund der 
CRAC-Inhibierung jedoch nicht zu einem Calciumpeak. Folglich kann auch die Absenkung 
der erhöhten Calciumkonzentration, die in Bautista et al.  gezeigt wird, mit  dem Modell 
nicht untersucht werden (Abb. 6C in Bautista et al., 2002). 
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Die  Simulationen,  die  analog  zur  Abbildung  6D  in  Bautista  et  al.  mit  dem  PMCA-
Antagonisten Carboxyeosin durchgeführt werden, können das Experiment repräsentieren 
(siehe Abb. 10) (vgl. Abb. 6D in Bautista et al., 2002). Mit dem Modell können darüber 
hinaus die entsprechenden Gesamt-Calciumströme, die durch die Transmembranproteine 
fließen, analysiert  werden (siehe Abb. 10B). Demnach findet bei blockierter PMCA der 
Calciumausstrom durch den CRAC statt (siehe violette sowie schwarze, gestrichelte Linie 
in Abb. 10B).
1.3.2 Erlaubt der CRAC einen Calciumausstrom?
Im Experiment von Bautista et al., das anhand der Simulationen analysiert werden kann, 
wird die PMCA durch Carboxyeosin blockiert (Abb. 6D in Bautista et al., 2002). Dennoch 
erfolgt eine Absenkung des Calciumpeaks im Experiment, zwar mit etwas größerer Zeit-
konstante,  aber  es  kann  ein  Ausströmen  des  Calciums aus  dem  Zytosol  beobachtet 
werden. Da die SERCA inhibiert ist, kann dies nicht daran liegen, dass das Calcium in das 
ER aufgenommen wurde. Es stellt  sich die Frage, woraus die Absenkung der zytosoli-
schen Calciumkonzentration resultiert, die sich dabei sowohl im Experiment (Abb. 6D in 
Bautista et al., 2002) als auch in der Simulation zeigt (Abb. 10). Dies könnte entweder an 
einer  inkompletten  Blockierung  der  PMCA liegen,  oder  an  anderen  Kanälen  in  der 
Plasmamembran,  die  Calcium nach außen leiten.  Darüber  hinaus könnte es an einer 
Umkehrung des Calciumstroms durch den CRAC liegen. Letzteres legen die Ergebnisse 
der Simulation nahe (siehe Abb. 10). Hinsichtlich der Kristall-Struktur des CRAC, der sich 
als  hexamerischer  Kanal  aus  ORAI-Protein-Helices  formt,  erscheint  ein  umgekehrter 
Calciumstrom durch den CRAC allerdings unwahrscheinlich zu sein (Hou et al.,  2012). 
Insofern  ist  davon  auszugehen,  dass  der  Calciumausstrom  durch  andere 
Transmembranproteine,  die  im bisherigen Modell  nicht  integriert  sind,  erfolgt.  In  einer 
Erweiterung des Modells würde sich die Möglichkeit anbieten, in diesem Zusammenhang 
die NaCa zu berücksichtigen (Kapitel V, 2.1.3) (Balasubramanyam et al., 1994; Berridge 
et al., 2003; Feske, mdl. Mitt. 07/2012).
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1.4 Stimulation der T-Zelle bei gleichzeitiger PMCA-Blockierung 
Die Simulationen führen zu der Erkenntnis, dass der CRAC als Gegenspieler der PMCA 
fungiert  (siehe  Abb.  7A,  7B,  8A und  8B).  Um  dieses  Ergebnis  zu  bestätigen,  wird 
ergänzend  eine  Simulation  durchgeführt,  bei  der  die  PMCA blockiert  ist,  ohne  dass 
darüber hinausgehende Veränderungen an der T-Zelle vorgenommen werden (siehe Abb. 
11). Bei inhibierter PMCA erfolgt aufgrund der Leerung des ER-Calciumspeichers zwar 
eine Rekrutierung der CRAC, doch diese kann nur mit verminderter Intensität stattfinden 
(siehe  Abb.  11).  Eine  vergleichbare  Dichtezunahme  der  CRAC,  wie  dies  bei 
funktionierender PMCA der Fall ist (siehe Abb. 7D), ist nicht zu beobachten, so dass die 
Interpretation der bisherigen Ergebnisse, bei der die CRAC als Gegenspieler der PMCA 
zu sehen sind, als richtig erachtet werden kann.
Die verminderte Dichtezunahme der CRAC in einer Simulation mit blockierter PMCA ist im 
Kontext der raschen Wiederauffüllung des ER durch die SERCA zu sehen. Die SERCA ist 
in  der  durchgeführten  Simulation  intakt  und  bewirkt,  dass  die  erhöhte  Calcium-
konzentration im Zytosol durch Aufnahme des Calciums in das ER-Lumen wieder sinkt 
(siehe Abb.  11).  Dadurch können keine weiteren CRAC rekrutiert  werden (Luik  et  al., 
2008). Dabei ist für das Calciumdynamik-Modell mit der SERCA2b eine Isoform integriert, 
die bereits bei einer relativ geringen Zunahme der zytosolischen Calciumkonzentration mit 
CSERCA2b = 0,25 µM (siehe Kapitel III, 2.6.4) aktiv wird (Chandrasekera et al., 2009). Die 
SERCA2b ist die hauptsächlich vorkommende Isoform in Jurkat-T-Zellen, doch sind auch 
langsamere  Isoformen  vorhanden  (Lytton  et  al.,  1992).  Bei  einer  zusätzlichen  Be-
rücksichtigung besipielsweise der SERCA3, die erst bei höheren Calciumkonzentrationen 
im Vergleich mit der SERCA2b aktiv wird (CSERCA3 = 1 µM), würde eine Wiederauffüllung 
des ER-Lumens später erfolgen (Lytton et  al.,  1992).  Dadurch wären insgesamt mehr 
CRAC rekrutierbar und es könnte eine stärkere Dichtezunahme beobachtet werden als in 
Abbildung 11 gezeigt. 
In diesem Zusammenhang wäre die Durchführung eines Experiments zur Validierung des 
Simulationsergebnisses interessant.  Dabei würde sich jedoch wahrscheinlich der konti-
nuierliche Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol, der trotz einer funktionierenden 
SERCA in der  Simulation beobachtet  werden kann,  als  kritische Konzentration für  die 
T-Zelle im Versuch erweisen.
DISKUSSION 86
2 Elektrophysiologischer Modellansatz
2.1 Integration zusätzlicher Transmembranproteine
In T-Lymphozyten gibt es neben den bisher berücksichtigten Kanälen CRAC und IP3R 
sowie  den  Pumpen PMCA und  SERCA weitere  Calciumkanäle  (Grafton und  Thwaite, 
2001). Darüber hinaus können Kalium- und Natriumkanäle sowie -pumpen nachgewiesen 
werden (Cahalan und Chandy,  2009;  Feske et  al.,  2012).  Analog zu dem Modell  der 
Betazelle von Meyer-Hermann, 2007, wird im Rahmen der Modellerweiterung ein Ansatz 
zum  Ionendynamik-Modell  der  T-Zelle  entworfen.  Für  das  erweiterte  Modell,  welches 
analog zu Gleichung (1) auch die Konzentrationen von Natrium und Kalium im Zytosol in 
Betracht zieht, wird daher die Berücksichtigung eines weitereren Calciumkanals und eines 
Calcium-Natrium-Kanals erwogen. Darüber hinaus werden zwei Kaliumkanäle und zwei 
Ionentransporter dargestellt.
2.1.1 Erweiterung des Modells um zwei Calcium- sowie Natrium-Kanäle
2.1.1.1   Ryanodin-Rezeptor (RyR)
An  der  Calciumdynamik  in  einem  aktivierten  T-Lymphozyten,  dargestellt  in  den 
Abbildungen 7A, 8A, 9A, 10A und 11, sind neben den genannten Calciumkanälen und 
-pumpen weitere Calciumkanäle beteiligt, so zum Beispiel der RyR in der ER-Membran 
(Grafton und Thwaite, 2001; Hohenegger et al., 2002; Schwarzmann et al., 2002). Dieser 
wird  durch  Calcium  und  durch  den  „second  messenger“  NAADP  aktiviert  und  lässt 
Calcium aus dem ER-Lumen in das Zytosol der T-Zelle strömen (Hohenegger et al., 2002; 
Cheng et al., 2008; Williams et al., 2011). Dabei wird ein maximaler Calciumstrom von 
-0,2  pA erreicht  (Williams et  al.,  2011).  Ein  Wert  für  die  Dichte  der  RyR in  der  ER-
Membran ist  nicht  bekannt.  Im Modell  wird der  Calciumausstrom aus dem ER bisher 
ausschließlich  durch  den  IP3R reguliert.  Diese  Regulation  erscheint  im  Modell  jedoch 
bereits ausreichend zu sein (siehe Abb. 7B und 7C). Da die Aktivierung des RyR neben 
Calcium auch  durch NAADP erfolgt,  würde  die  Implementierung  dieses  weiteren  ER-
Rezeptors die Integration eines zusätzlichen „second messengers“ erfordern. Dies würde 
die Komplexität des Modells und damit die Anzahl an Parametern deutlich erhöhen, zumal 
die Dichte der RyR nicht bekannt ist. 
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2.1.1.2   „Transient Receptor Potential Melastatin 4“ (TRPM4)
Der  Kationenkanal  TRPM4  leitet  sowohl  monovalente  Ionen,  darunter  Natrium  und 
Kalium, als auch divalente Ionen, darunter Calcium, aus dem Extrazellulärraum in das 
Zytosol  (Nilius  et  al.,  2003;  Launay  et  al.,  2004).  Die  Leitfähigkeit  des  TRPM4  ist 
spannungs- und calciumabhängig (Nilius et al., 2005; Launay et al., 2002), jedoch ist kein 
exakter Leitfähigkeitswert bekannt. Der maximale Ionenstrom ist mit -2,2 pA angegeben, 
allerdings bezieht sich diese Angabe ausschließlich auf Natriumionen (Nilius et al., 2003). 
Bezüglich der Dichte der TRPM4 in der Plasmamembran liegen keine Daten vor.  Der 
TRPM4  ist  an  der  Depolarisation  der  T-Zelle  nach  erfolgter  Stimulation  des  T-Zell-
Rezeptors beteiligt (Launay et al., 2002). Der Ioneneinstrom in die Zelle dient somit der 
Aktivierung  und würde sich  unter  anderem verstärkend  auf  das  Calciumsignal  in  den 
Abbildungen 7A und 10A auswirken. In diesem Zusammenhang ließe sich untersuchen, 
ob  der  Ionenstrom durch den  TRPM4 als  Ausgleich  zum Calciumausstrom durch die 
PMCA (siehe Abb. 7B) zu sehen ist und somit unterstützend zum CRAC-Calciumeinstrom 
der Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivierung dient. 
Eine Implementierung des TRPM4 in das Calciumdynamik-Modell wird im Rahmen der 
Modellerweiterung versucht. Der Ionenstrom wird sowohl in Abhängigkeit der Spannung 
als  auch  calciumabhängig  modelliert.  Als  problematisch  erweist  sich,  dass  den 
Literaturdaten  nicht  entnommen  werden  kann,  in  welchem  Verhältnis  die  Kationen 
Calcium und Natrium geleitet  werden.  Im Modellansatz  kann daher  lediglich  eine Be-
schränkung  auf  Natriumionen  erfolgen,  da  bezüglich  des  Calciumstroms  keine 
ausreichende experimentelle Datenlage vorliegt. Auswirkungen auf die Calciumdynamik 
sind somit nicht beobachtbar. 
2.1.2 Kaliumkanäle zum Ausgleich des depolarisierten Membranpotentials
2.1.2.1   Spannungsabhängiger Kaliumkanal (KV1.3) 
Der  KV1.3 in  der  Plasmamembran von T-Lymphozyten wird  durch eine Depolarisation 
aktiviert, so dass Kaliumionen aus dem Zytosol in den Extrazellulärraum strömen können 
(Kelly  et  al.,  1991;  Lee  et  al.,  1992;  Ishida  und  Chused,  1993).  Die  Depolarisierung 
resultiert aus dem Einströmen von Calciumkationen durch den CRAC beziehungsweise 
durch die Calcium-Freisetzung aus dem ER durch den IP3R (siehe Abb. 7, 8 und 9). Durch 
das  Ausströmen von  Kaliumkationen  wird  die  Depolarisierung  elektrisch  ausgeglichen 
(Kelly et al., 1991; Grissmer et al., 1993). Die Aktivierung der T-Zelle, verbunden mit dem 
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Einströmen von Calcium, kann dadurch länger aufrechterhalten werden. Die maximale 
Leitfähigkeit des KV1.3 liegt bei 9 pS und der Kanal wird in Abhängigkeit der Spannung 
aktiviert (Lee et al., 1992; Kelly et al., 1991). Die Anzahl der KV1.3 in der Plasmamembran 
nimmt mit der Aktivierung zu (Decoursey et al., 1987; Cahalan et al., 1985; Grissmer et 
al., 1993).
2.1.2.2   Calciumabhängiger Kaliumkanal (KCa3.1)
Der  KCa3.1  ist  ein  calciumabhängiger  Kanal  in  der  Plasmamembran  von  T-Zellen 
(Grissmer et al., 1993). Bei einer Aktivierung der T-Zelle und damit einer steigenden zyto-
solischen Calciumkonzentration bindet das Calcium als Ligand an den KCa3.1 (Grissmer et 
al., 1993). Der Kanal öffnet sich und Kaliumionen strömen aus dem Zytosol in den Extra-
zellulärraum. Mit dem Ausstrom der Kaliumkationen durch den KCa3.1 wird – wie auch 
durch den KV1.3 – das Membranpotential  der T-Zelle  elektrisch ausgeglichen und das 
Calciumsignal stabilisiert (Grissmer et al., 1993). Für die Leitfähigkeit des KCa3.1 sind in 
der Literatur unterschiedliche Werte zu finden, die im Bereich zwischen 11 pS und 220 pS 
liegen (Grissmer et al., 1993; Meyer-Hermann, 2007). Die Dichte der KCa3.1 nimmt mit der 
Aktivierung der T-Zelle zu (Grissmer et al., 1993).
Beide Kanäle zeigen somit einen indirekten Einfluss auf die Calciumdynamik in der T-Zelle 
und könnten sowohl die Amplitude als auch die Dauer des Calciumsignals (siehe Abb. 7A, 
8A und 9A)  beeinflussen.  Aufgrund der  Bedeutung des KV1.3 und des KCa3.1 für  den 
Ausgleich des Membranpotentials der T-Zelle und für die Aufrechterhaltung des Calcium-
signals werden beide Kanäle im erweiterten elektrophysiologischen Ionendynamik-Modell 
berücksichtigt. 
2.1.3 Berücksichtigung zusätzlicher Ionenpumpen
2.1.3.1   Natrium-Kalium-ATPase (NKA)
Die Natrium-Kalium-Pumpe in der  Plasmamembran von T-Zellen transportiert  pro Um-
setzungsvorgang jeweils drei Natriumionen in den Extrazellulärraum und im Gegenzug 
dafür zwei Kaliumionen in das Zytosol (Ishida und Chused, 1993; Rakowski et al., 1997). 
Damit  ist  der  Netto-Ionenstrom  positiv.  Der  Transport  erfolgt  sowohl  entgegen  des 
chemischen Konzentrationsgradienten als auch des elektrischen Ladungsgradienten und 
verbraucht  ATP (Rakowski  et  al.,  1997).  Der  maximale  Ionenstrom durch  die  Na+/K+-
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Pumpe  beträgt  0,00003  pA,  errechnet  aus  der  ATP-Umsetzungsrate  (Maixent  und 
Berrebi-Betrand, 1993; Meyer-Hermann, 2007). Die Aktivierung erfolgt in Abhängigkeit der 
Konzentrationen an Natrium und Kalium (Chapman et al., 1983; Dobretsov und Stimers, 
1996). Die Dichte der  Na+/K+-Pumpe in der Plasmamembran ist mit 310 Proteinen pro 
µm2 angegeben (Severini et al., 1987).
Die Natrium-Kalium-ATPase sorgt für den Ausgleich der Kaliumkonzentration im Zytosol. 
Das  durch  die  Kaliumpumpen  KV1.3  und  KCa3.1  ausströmende  Kalium,  welches  dem 
Ausgleich der erhöhten Calciumkonzentration im Zytosol dient, wird mit dem Abklingen 
der  T-Zell-Aktivierung  mittels  des  Kaliumeinstroms  durch  die  Na+/K+-Pumpe  wieder 
ersetzt. Daher wirkt sich die Pumpe sekundär auch auf die Calciumdynamik aus und wird 
in das erweiterte elektrophysiologische Modell integriert.
2.1.3.2   Natrium-Calcium-Pumpe (NaCa)
Die Existenz der Natrium-Calcium-Pumpe in T-Lymphozyten ist umstritten (Berridge et al., 
2003;  Feske,  mdl.  Mitt.  07/2012).  Auf  Basis  experimenteller  Untersuchungen  an 
T-Lymphozyten, bei denen durch ein natriumhaltiges Umgebungsmedium der Ausstrom 
an zytosolischem Calcium erhöht werden kann, befürworten manche Autoren die Existenz 
der Natrium-Calcium-Pumpe in T-Zellen (Balasubramanyam et al., 1994). Die NaCa gibt 
es in vielen Zelltypen, darunter auch in pankreatischen Betazellen (Blaustein und Lederer, 
1999; Meyer-Hermann, 2007). Der Transport von Natrium in die Zelle durch die NaCa ist 
an den Ausstrom von Calcium gekoppelt und findet ohne ATP-Verbrauch statt (Blaustein 
und Lederer,  1999).  Aktiviert  wird die NaCa durch eine erhöhte zytosolische Calcium-
konzentration, wobei ein maximaler Ionenstrom von -0,0005 pA gemessen werden kann 
(Juhaszova et al., 2000). 
Jedoch trägt  die  NaCa in  den Versuchen  von Bautista  et  al.  offensichtlich  nicht  zum 
Ausstrom des Calciums nach erfolgter T-Zell-Aktivierung bei (Bautista et al., 2002). Des 
Weiteren konnte ein genetischer Nachweis für die Existenz der Pumpe in Jurkat-T-Zellen 
bisher nicht erbracht werden (Donnadieu et al., 1993; Wu et al., 2009). Daher wird die 
NaCa  im  erweiterten  elektrophysiologischen  Modell  nicht  berücksichtigt.  Da  Natrium 
jedoch in die T-Zelle gelangen muss, um als Gegenkation zu Kalium durch die Natrium-
Kalium-ATPase wieder ausströmen zu können,  muss dieser Transport  entweder durch 
den TRPM4 oder durch das Transmembranprotein P2X erfolgen (Launay et  al.,  2002; 
Feske et al., 2012). Der TRPM4 ist in der Modellerweiterung integriert und kann als Kanal 
für den Natriumeinstrom fungieren.
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2.2 Berücksichtigung der Elektrophysiologie
Bei der Umsetzung dieses komplexen T-Zell-Modells bereitet die Realisierung des ER-
Membranpotentials  im  Modell  Schwierigkeiten,  da  die  zur  Berechnung  erforderlichen 
Parameter nicht in ausreichendem Maße in Form von Literaturdaten vorliegen (Marhl et 
al.,  1997;  Taylor  et  al.,  2009).  Dies  ist  darauf  zurückzuführen,  dass  im  Experiment 
normalerweise Spannungsklemmen-Messungen durchgeführt werden, um das Membran-
potential  zu  erfassen  (Neher  und  Sakmann,  1976;  Hamill  et  al.,  1981;  Matteson  und 
Deutsch, 1984; Gardner, 1990). Die Messung des Membranpotentials des Endoplasma-
tischen  Retikulums  gestaltet  sich  jedoch  schwierig,  da  das  ER  ein  intrazelluläres 
Kompartiment  ist  und  eine  Spannungsklemmen-Messung  zur  Zerstörung  der  intakten 
Zelle beziehungsweise zu einer Veränderung der Ionenverhältnisse mit Auswirkungen auf 
das  ER-Membranpotential  führen  würde  (Rahman  und  Taylor,  2010).  In  diesem 
Zusammenhang  ergeben  sich  Probleme  mit  dem  IP3R-Umkehrpotential,  welches  zur 
Berechnung des Stromflusses durch den IP3R benötigt wird (Rahman und Taylor, 2010; 
Meyer-Hermann,  2007).  Das  Gesamtmodell  der  T-Zell-Elektrophysiologie  kann  im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit unter anderem aufgrund der geschilderten Problematik 
bei der Umsetzung des ER-Membranpotentials nicht abschließend realisiert werden. 
Aus experimentellen und technischen Gründen sind mit dem Gesamtmodell bisher keine 
validierbaren Ergebnisse erzielbar. 
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VI AUSBLICK
1 Pharmakologische Relevanz des Calciumdynamik-Modells
Mit  dem im Rahmen der  Dissertation entwickelten Calciumdynamik-Modell  der  T-Zelle 
könnten  in silico-Untersuchungen  potentieller  Antagonisten  des  CRAC  im  Zusammen-
hang  mit  der  Erforschung  neuer  Immunsuppressiva  zur  Therapie  der  Transplantat-
abstoßung durchgeführt werden. 
Das vorgestellte Modell ist hierfür besonders geeignet,  da es eine physiologische Um-
setzung der  T-Zell-spezifischen Eigenschaften bezüglich der  Kanal-Charakteristika und 
der Dichten der Transmembranproteine in den Membranen realisiert.  Insbesondere für 
den CRAC sind mit dem derzeitigen Modell detaillierte Analysen möglich, die Aufschluss 
darüber  geben,  inwieweit  der  Kanal  zu einem bestimmten Zeitpunkt  unter  gegebenen 
Bedingungen aktiv ist. Bei einem in silico-Einsatz von Antagonisten des CRAC in einem 
weiterentwickelten  pharmakologischen  Calciumdynamik-Modell  wären  in  kurzer  Zeit 
Rückschlüsse  auf  den  Aktivierungszustand  des  T-Lymphozyten  und  somit  auf  die 
Wirksamkeit  der  Testsubstanzen möglich.  Der  Calciumeinstrom durch  einen einzelnen 
CRAC  ist  bereits  im  bisherigen  Modell  separat  darstellbar  und  kann  im  Kontext  der 
anderen Calcium-leitenden Transmembranproteine betrachtet werden. Die Auswirkungen 
auf  die  Calciumdynamik  in  der  T-Zelle,  die  sich  aus  einer  Veränderung  des  CRAC 
ergeben – zum Beispiel durch CRAC-Inhibitoren – könnten demnach in einem pharmako-
logischen Modell in silico nachvollzogen werden. 
Für ein solches Modell bedarf es einer Weiterentwicklung des bisher bestehenden grund-
legenden Calciumdynamik-Modells.  Ein  erster  Ansatz  zur  Erweiterung der  Komplexität 
hinsichtlich einer pharmakologischen Verwendung ist die Integration zusätzlicher Trans-
membranproteine (siehe Kapitel V, 2.1). Da vor allem die Kaliumkanäle eine wesentliche 
Rolle  bei  der  Steuerung  des  Calciumsignals  ausüben,  ist  deren  Berücksichtigung  im 
Modell wesentlich, um die Auswirkungen von CRAC-Blockern und die resultierende Ver-
änderung der Calciumdynamik detaillierter analysieren zu können. Da die Kaliumkanäle in 
direktem Kontext zur elektrophysiologischen Situation der T-Zelle zu sehen sind, ist des 
Weiteren die  dynamische  Berücksichtigung  des Plasmamembran-Potentials  sowie  des 
ER-Membranpotentials sinnvoll (siehe Kapitel V, 2.2). 
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Zusätzlich müsste der CRAC, der in einem solchen pharmakologischen Modell der T-Zelle 
von zentraler Bedeutung ist, komplexer modelliert werden. Relevant für das Modell wäre 
hier die strukturelle Darstellung des CRAC und eine Repräsentation der Ligandenbindung 
an die ORAI-Proteine im Modell  (DeHaven et al.,  2008; Hou et  al.,  2012).  Schließlich 
müssten für ein pharmakologisches Modell natürlich auch die CRAC-Antagonisten model-
liert werden (Merritt et al., 1990; Aussel et al., 1996; Bakowski et al., 2000; Trevillyan et  
al., 2001; Parekh, 2010; Feske, 2007). Dazu müssten die Simulationen auf molekularer 
Ebene erfolgen und Strukturveränderungen der zu testenden Derivate wären im Modell zu 
berücksichtigen. Dennoch könnten mit einem ausschließlich zellulären Modell keine Aus-
sagen  bezüglich  möglicher  Nebeneffekte  der  untersuchten  CRAC-Blocker  getroffen 
werden. Um eine solche universal-systembiologische Aussage zu ermöglichen, müssten 
mehrere  Modelle,  die  sowohl  molekulare  als  auch  zelluläre  und  Gewebe-basierende 
Ebenen enthalten,  gekoppelt  werden.  Eine solche Komplexität  reicht  jedoch über  den 
Modellierungs-Ansatz der vorliegenden Arbeit deutlich hinaus.
Die  Bedeutung  der  Entwicklung  eines  solchen  pharmakologischen  Calciumdynamik-
Modells für die T-Zelle (beziehungsweise in einem zweiten Schritt für einen Zellverband), 
soll im Folgenden kurz aufgezeigt werden. Dazu wird die Relevanz der Erforschung von 
CRAC-Antagonisten – derzeit in vitro – kurz im Kontext der Transplantationsimmunologie 
dargestellt. 
1.1 Bedeutung des CRAC für Transplantationen
In Mäusen mit einem homozygoten  knockout für das „CRAC-Gen“ orai1 verursacht die 
transplantierte Haut einer Spender-Maus, die bezüglich ihrer MHC-Moleküle nicht mit dem 
Empfängertier übereinstimmt, im experimentellen Beobachtungszeitraum – im Vergleich 
zu Mäusen ohne orai1-knockout – keine Abstoßungsreaktion (McCarl et al., 2010). Das 
bedeutet, dass durch die Unterbindung der funktionalen CRAC-Genese in T-Lymphozyten 
und damit durch die Inhibierung des SOCE eine erhöhte Akzeptanz von Allotransplantaten 
erreicht werden kann. Diese Erkenntnis ließe sich pharmakologisch umsetzen und würde 
den therapeutischen Einsatz von Antagonisten des CRAC in der Transplantationsmedizin 
begründen. Andererseits verursachen Störungen in der Ausbildung des CRAC schwere 
Immunerkrankungen  (siehe  Kapitel  V,  1.2).  In  diesem  Zusammenhang  sind  bei  einer 
klinischen  Anwendung  von  CRAC-Antagonisten  schwerwiegende  Nebenwirkungen  zu 
erwarten (Parekh, 2010; Feske, 2007). 
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1.2 Immunerkrankungen aufgrund abnormer CRAC-Funktion
Defekte  Lymphozyten  können  ein  pathologisch  verändertes  Calciumsignal  aufweisen 
(Partiseti et al., 1994; Feske et al., 2005; Gwack et al., 2008). Dies kann sich klinisch in 
einer angeborenen Immunerkrankung manifestieren (Partiseti et al., 1994). Einhergehend 
mit  einer Verminderung des charakteristischen Anstiegs der Calciumkonzentration oder 
einem  Ausbleiben  der  Calciumdynamik  nach  erfolgter  Aktivierung  in  T-Lymphozyten 
können die Immundefekte auf einer abnormen Funktion des CRAC beruhen (Partiseti et 
al., 1994; Le Deist et al., 1995; Feske et al., 2005). Der SOCE kann dann in den T-Zellen 
nicht stattfinden (Le Deist et al., 1995; Feske et al, 1996; Gwack et al., 2008). Ursache der 
sogenannten „CRAC channelopathies“ können autosomal rezessive Mutationen im orai1-
Gen oder Veränderungen im stim1-Gen sein, wobei für eine Erkrankung jeweils beide 
Allele bezüglich der Mutation homozygot vorliegen müssen (Feske et al., 2006; Gwack et 
al., 2008; Feske, 2011). Das Fehlen funktioneller CRAC führt dazu, dass keine Calcium-
initiierte  NFAT-Aktivierung  erfolgen  kann,  wodurch  weder  die  Proliferation  der 
T-Lymphozyten noch die Zytokin-Sezernierung stattfinden kann (Feske et al., 1996). Es 
kommt  zur  Ausprägung  eines  klinischen  Phänotyps.  Dieser  zeigt  sich  einerseits  als 
immunologisches  Erkrankungsbild,  andererseits  aber  auch  in  Kombination  mit  nicht-
immunologischen  Störungen,  darunter  Muskelerkrankungen  und  Zahnschmelz-
Fehlbildungen (McCarl  et  al.,  2009; Feske,  2011). Die Erkrankung des Immunsystems 
nimmt  dabei  schwere  Verläufe  in  Form  von  „Severe  Combined  Immunodeficiency 
Disorders“ (SCID)  und resultiert  in  einer  sehr  hohen Sterblichkeitsrate  (Feske,  2007). 
Weitere Krankheitsbilder, die mit Defekten in der Ausbildung eines funktionellen CRAC in 
Verbindung gebracht werden, sind Allergien, entzündliche Darmerkrankungen, Brustkrebs 
und eine Neigung zur Thrombosebildung (Parekh, 2010).
AUSBLICK 94
2 Transplantationsimmunologie
2.1 Verlauf einer Transplantation
Bei einer allogenen Transplantation werden Gewebe oder Organe eines meist hereditär 
unterschiedlichen  Spenders  auf  einen  Empfänger  übertragen.  Transplantiert  werden 
können Nieren, Leber, Herz, Lungen, Pankreas, Dünndarm sowie entvaskularisierte und 
vaskularisierte Gewebe (Breidenbach und Banas, 2001). Soll eine Organentnahme durch-
geführt werden, so muss beim Spender rasch mit einer organprotektiven Intensivtherapie 
begonnen  werden,  um  Organschäden  vorzubeugen  (Breidenbach  und  Banas,  2011). 
Neben der zeitlich begrenzten Aufrechterhaltung des Kreislaufs müssen weitere intensiv-
medizinische  Maßnahmen  eingeleitet  werden,  um  das  Eintreten  pathophysiologischer 
Veränderungen bis zum kurzfristigen Zeitpunkt der Organentnahme zu vermeiden. Bei-
spielsweise muss die Hochregulation der Zytokin-Sezernierung, die aufgrund des Hirntods 
einsetzt,  durch  die  Gabe  von  Steroiden,  zum  Beispiel  Methylprednisolon,  verhindert 
werden  (Breidenbach  und  Banas,  2011).  Während  der  Explanation  wird  das  Organ 
perfusioniert  und  gekühlt,  um  die  Erhaltung  der  Organfunktion  zu  gewährleisten.  Der 
Erfolg  der  Transplantation  ist  im  Anschluss  an  die  Organübertragung  von  einer  kon-
sequenten  immunsuppressiven  Behandlung  des  Empfängers  abhängig,  um  die 
Abstoßung des allozierten Organs zu verhindern (Breidenbach und Banas, 2011). 
2.2 Transplantatabstoßung
Die MHC-Alloantigene (HLA) des Spenderorgans werden durch das Immunsystem des 
Empfängers als fremd erkannt und das Transplantat wird abgestoßen (Zinkernagel und 
Doherty, 1974; Shiina et al., 2009; García et al., 2012; Kumbala und Zhang, 2013). Da be-
züglich des MHC-Genkomplexes ein ausgeprägter genetischer Polymorphismus vorliegt, 
gibt es in der Zusammensetzung der MHC-Moleküle erhebliche Unterschiede (Horn et al., 
2005; Shiina et al., 2009). Um die Immunreaktion auf das Transplantat möglichst gering 
zu  halten,  werden  bereits  im  Vorfeld  der  Transplantation  Typisierungen  der  Gewebe-
merkmale des Spenders sowie der potentiellen Empfänger vorgenommen (Kumbala und 
Zhang,  2013).  Die  Erfolgsprognose  bezüglich  des  Überlebens  des  transplantierten 
Organs hängt unter anderem sowohl von der Blutgruppe als auch vom Grad der über-
einstimmenden Allele der HLA ab (Horn et al.,  2005; Shiina et al.,  2009; Kumbala und 
Zhang, 2013). Bei der HLA-Typisierung wird daher der sogenannte HLA-Match zwischen 
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Spender und Empfänger überprüft (Shiina et al., 2009). Da bei den HLA-Genloci multiple 
Allelie besteht, muss ein bestimmter Grad an Nicht-Übereinstimmung zwischen Spender 
und  Empfänger  akzeptiert  werden.  Ein  sogenannter  Mismatch  von  0  wäre  die 
bestmögliche Übereinstimmung, diese liegt jedoch nur bei eineiigen Zwillingen vor. In der 
Regel wird versucht, das Ausmaß der differierenden HLA-Allele möglichst gering zu halten 
(Breidenbach und Banas, 2011). 
Mit den im Vorfeld einer Transplantation durchgeführten Tests wird angestrebt, die Immun-
reaktion des Organempfängers gegenüber dem Transplantat  auf  eine medizinisch und 
pharmakologisch kontrollierbare Intensität zu begrenzen (Breidenbach und Banas, 2011). 
In jedem Fall ist intra- und postoperativ die Gabe von Immunsuppressiva unabdingbar 
(Breidenbach und Banas, 2011). Da die immunsuppressive Therapie in der Regel dauer-
haft stattfinden muss, sollte durch Auswahl der geeigneten Arzneistoffe das Risiko von 
Nebenwirkungen und Langzeitkomplikationen reduziert werden (Breidenbach und Banas, 
2011). 
2.3 Pharmakotherapie der Transplantatabstoßung
2.3.1 Therapie mit Immunsuppressiva
2.3.1.1   Behandlungsschema
Das Schema der  immunsuppressiven Behandlung sieht  eine  Induktionstherapie  –  zur 
frühzeitigen Vorbereitung auf die Transplantation – mit Basiliximab, einem monoklonalen 
Antikörper  gegen  den  IL-2-Rezeptor  (Lüllmann  et  al.,  2008;  Ahlenstiehl  und  Pape, 
Medizinische  Hochschule  Hannover,  mdl.  Mitt.  02/2013),  oder  sonstigen  T-Zell-
depletierenden Antikörpern, zum Beispiel  Muromonab, vor.  Bei Muromonab handelt  es 
sich um einen monoklonalen Antikörper, der an Membranproteine von T-Zellen bindet und 
deren Lyse bedingt (Breidenbach und Banas, 2011). Nach der Transplantation setzt sofort 
die  initiale  Kombinationsbehandlung  ein,  wobei  in  der  Regel  drei  verschiedene 
Medikamente gegeben werden. Diese immunsuppressive Dreifachtherapie setzt sich aus 
Calcineurin-Inhibitoren,  zum  Beispiel  Cyclosporin  oder  Tacrolimus,  dem  Steroid 
Prednisolon  und  dem  zytotoxischen  Proliferationsinhibitor  Mycophenolat  zusammen 
(Breidenbach  und  Banas,  2011;  Ahlenstiehl  und  Pape,  Medizinische  Hochschule 
Hannover,  mdl.  Mitt.  02/2013).  Auch  die  „mammalian  Target  of  Rapamycin“ (mTOR)-
Inhibitoren Sirolimus und Everolimus können eingesetzt  werden,  deren Wirkprinzip die 
AUSBLICK 96
Hemmung der  Phosphatase  mTOR ist  (Lüllmann  et  al.,  2008;  Ahlenstiehl  und  Pape, 
Medizinische Hochschule Hannover, mdl. Mitt. 02/2013). Das Enzym mTOR bewirkt als 
Teil der Signalkaskade die Aktivierung der Lymphozyten-Vermehrung. Wird das mTOR-
Protein aufgrund der Komplexbildung mit Sirolimus oder Everolimus blockiert, so wird die 
Mitose der Lymphozyten inhibiert. 
Unter regelmäßiger Kontrolle der Blutspiegel kann nach etwa drei Monaten auf eine Er-
haltungstherapie  umgestellt  werden.  Die  Zusammenstellung der  Immunsuppressiva  im 
Rahmen dieser konsequent durchzuführenden Dauertherapie ist abhängig von der Art des 
transplantierten Organs und dem immunologischen Risiko des Patienten (Breidenbach 
und Banas, 2011; Ahlenstiehl und Pape, Medizinische Hochschule Hannover, mdl. Mitt. 
02/2013).  Eventuell  kann  die  Dosis  der  Immunsuppressiva  etwas  reduziert  oder  die 
Kombination der Medikamente umgestellt  werden (Ahlenstiehl und Pape, Medizinische 
Hochschule Hannover, mdl. Mitt. 02/2013). 
2.3.1.2   Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin
Cyclosporin A wurde 1976 aus dem Pilz  Tolypocladium inflatum, irrtümlich zunächst als 
Trichoderma  polysporum bezeichnet,  isoliert  (Dreyfuss  et  al.,  1976).  Seine  immun-
suppressive Wirkung wurde durch Borel et al. entdeckt (Borel et al., 1976). Das zyklische 
Peptid aus elf  zum Teil  atypischen Aminosäuren zeigte in Versuchen eine antilympho-
tische Wirkung und eine Hemmung der humoralen und zellulären Immunantwort (Borel et 
al., 1976). 
Cyclosporin A bewirkt eine Verzögerung der Abstoßung von Hauttransplantaten und eine 
Rückläufigkeit der Graft-versus-Host-Reaktion (Borel et al., 1976; Dunn et al., 1979). Die 
Substanz verfügt zudem über eine deutlich T-Zell-spezifische Wirkung (Borel et al., 1977; 
Gordon und Singer, 1979; Calne et al., 1981). 
Abb. 12:  Cyclosporin A
Zyklisches Peptid und Calcineurin-
Inhibitor.
Bestehend aus elf Aminosäureresten, 
überwiegend Alanin, Leucin und Valin.
(Struktur: vgl. Borel et al., 1976)
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Ende der 70er Jahre wurde Cyclosporin A in Kombination mit Steroiden zum ersten Mal 
bei einer Transplantation verwendet (Calne et al., 1979; Calne et al., 1981). In den Folge-
jahren  wurde  es  als  Standardtherapeutikum  etabliert,  wobei  jedoch  in  diesem 
Zusammenhang auch die  schweren Nebenwirkungen deutlich  wurden,  die  unter  einer 
Behandlung mit Cyclosporin auftreten (Tilney et al., 1984). 
Bis  heute  gehört  der  Calcineurin-Inhibitor  Cyclosporin  A zu  den  Standardtherapeutika 
nach Transplantationen (Aktories et al., 2004; Lüllmann et al., 2008; Storb et al., 2010; 
Breidenbach  und  Banas,  2011;  Ahlenstiehl  und  Pape,  Medizinische  Hochschule 
Hannover, mdl. Mitt. 02/2013). Das Wirkprinzip des Cyclosporin A (CsA) in T-Lymphozyten 
ist die Bindung an das Immunophilin Cyclophilin A (CyPA), welches normalerweise die 
Funktion einer Isomerase ausübt und die Protein-Faltung in Zellen unterstützt (Bierer et 
al.,  1993; Marks, 1996). Cyclosporin A hemmt die Rotamase-Aktivität des Enzyms und 
gleichzeitig bindet der CsA-CyPA-Komplex an die Phosphatase Calcineurin und verhindert 
die  Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NFAT (Bierer  et  al.,  1993).  Dadurch 
wird die Translokation von NFAT in den Zellkern unterbunden und es kann keine T-Zell-
Aktivierung stattfinden (Feske, 2007; Parekh, 2010). Bedingt durch die antilymphotische 
Effektivität  und die suppressive Wirkung auch auf Nicht-Immunzellen (Trevillyan et al., 
2001) ergibt sich ein breites Spektrum an Nebenwirkungen, darunter eine erhöhte Infekt- 
und Tumoranfälligkeit, Nephrotoxizität, Hepatotoxizität und Hypertonie (Breidenbach und 
Banas, 2011). 
2.3.2 Immunmodulation mit CRAC-Blockern
Die durch Cyclosporin A verursachten Nebenwirkungen treten bei einer Dauereinnahme, 
wie sie nach Transplantationen gefordert ist, verstärkt auf. Sie sind unter anderem darauf 
zurückzuführen,  dass  sich  eine  Calcineurin-Inhibierung  in  vielen  Zelltypen  bemerkbar 
macht (Aramburu et al., 2004). Es wird daher intensiv an der Erforschung von Immun-
modulatoren gearbeitet, die speziell mit T-Lymphozyten interagieren und deshalb über ein 
begrenzteres Nebenwirkungsspektrum verfügen könnten (Trevillyan et al., 2001; Feske, 
2007).  Da  die  Calciumdynamik  für  T-Lymphozyten  essentiell  ist,  werden  CRAC-
Antagonisten untersucht, deren Ziel die Untereinheit ORAI ist (Putney, 2001; Feske, 2007; 
Parekh,  2010).  Das  Einsatzgebiet  von  T-Zell-spezifischen  CRAC-Blockern  wäre  die 
immunsuppressive  Therapie  nach  Transplantationen,  aber  auch  die  Behandlung  von 
Autoimmunerkrankungen (Feske, 2007). 
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SKF96365
Einer  der  ersten  experimentell  genutzten  CRAC-Blocker  war  die  Imidazol-Struktur 
SKF96365, für die nachgewiesen werden konnte, dass sie selektiv den externen Calcium-
Einstrom verhindert und nicht die Freisetzung des Calciums aus dem ER beeinträchtigt 
(Merritt et al., 1990). Die Substanz ist jedoch als Pharmakon ungeeignet, da SKF96365 
neben der Blockade des CRAC auch beträchtliche Auswirkungen auf andere Ionenkanäle 
zeigt (Singh et al., 2010). 
Econazol und 2-APB
Ähnliches  gilt  für  Econazol  und  2-Aminoethyldiphenylborat  (2-APB),  die  ebenfalls  auf-
grund zu ausgeprägter Nebeneffekte nicht klinisch verwendet werden können (Bakowski 
et al., 2000; Franzius et al., 1994; Parekh, 2010). Der Angiffspunkt des 2-APB liegt auf der 
extrazellulären Seite des ORAI-Transmembranproteins (Prakriya und Lewis, 2001). Die 
Wirkung am CRAC kann dosisabhängig sowohl eine aktivierende (bei geringer Konzen-
tration des 2-APB) als auch eine inhibierende (bei hoher Konzentration des 2-APB) sein 
(Prakriya und Lewis, 2001). 
Die  bisher  genannten  Substanzen  haben  den  Nachteil,  dass  sie  nicht  selektiv  gegen 
T-Lymphozyten wirken, sondern verschiedene Zelltypen angreifen können (Parekh, 2010). 
Im Gegensatz dazu werden diverse 3,5-Trifluoromethylpyrazol-Derivate als CRAC-Blocker 
in Betracht gezogen, da sie eine T-Zell-spezifische Wirkung aufweisen (Trevillyan et al., 
2001). 
BTP2
Das BTP2 mit der Bezeichnung YM-58483 (Trevillyan et al., 2001; Ishikawa et al., 2003; 
Zitt et al., 2004) liegt mit einem IC50 von 10 nM bei chronischer Exposition deutlich unter 
den IC50-Werten von SKF96365,  Econazol  und  2-APB,  deren  Werte  im mikromolaren 
Bereich liegen (Zitt et al., 2004). Damit beweist BTP2 eine deutlich bessere Effektivität der 
Hemmung als andere CRAC-Antagonisten. Auf intrazelluläre Calciumspeicher wirkt sich 
BTP2 nicht  aus,  die  Substanz  kann  jedoch  neben  dem  CRAC auch  den  Ionenkanal 
TRPM4 und andere TRP-Rezeptoren in der Plasmamembran beeinflussen (Takezawa et 
al., 2006; Parekh, 2010). 
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Synta 66, Diethylstilbestrol und Carboxyamidotriazol
Synta 66 ist kein Pyrazol, besitzt aber eine ähnliche Struktur wie BTP2 (Parekh, 2010). 
Aufgrund des relativ hohen IC50 ist der antagonistische Effekt am CRAC allerdings als 
relativ gering zu bewerten. Ein weiterer CRAC-Blocker, das synthetische Diethylstilbestrol, 
wurde erforscht, kam jedoch aufgrund seiner Interaktion mit Östrogen-Rezeptoren nicht 
für die weitere klinische Forschung in Frage (Zakharov et al., 2004; Parekh, 2010). Auch 
die  zunächst  vielversprechende  Substanz  Carboxyamidotriazol,  die  in  der  Krebs-
behandlung  in  Phase  I  und  II  der  klinischen  Versuche  getestet  wurde,  musste  als 
therapeutisch  nutzbarer  CRAC-Antagonist  verworfen  werden,  da  der  Wirkstoff  das 
mitochondriale Membranpotential depolarisiert und sich auf die Phospholipase C auswirkt 
(Parekh, 2010). 
Lanthan und Gadolinum
Weitere Substanzen, die bei  in vitro Versuchen erforscht wurden, sind die dreiwertigen 
Lanthanoide  Lanthan  La3+ und  Gadolinum  Ga3+,  die  den  CRAC  bereits  mit  einem 
niedrigen IC50-Wert effektiv hemmen, ohne dabei in die Zelle einzudringen (Aussel et al., 
1996; Hou et al., 2012). Kritisch bezüglich einer klinischen Nutzung stellt sich allerdings 
die inhibierende Interaktion des La3+ mit dem T-Zell-Co-Rezeptor CD25 und mit dem IL-2-
Rezeptor dar (Aussel et al., 1996).
Problematisch  für  die  Entwicklung  therapeutisch  nutzbarer  CRAC-Blocker  ist  die 
Tatsache,  dass  die  meisten  der  bisher  genannten  Antagonisten  die  jeweiligen  ORAI-
Proteine, aus denen sich der CRAC zusammensetzt, in unterschiedlicher Art und Weise 
beeinflussen können: Zum Beispiel hat 2-APB eine stark aktivierende Wirkung auf die 
CRAC-Untereinheit  ORAI3,  bezüglich  des  ORAI1  zeigt  die  Substanz  jedoch  lediglich 
einen  abgeschwächten  Effekt  (DeHaven  et  al.,  2008;  Parekh,  2010).  Darüber  hinaus 
scheint 2-APB auch die Oligomerisierung der STIM1-Moleküle in der Membran des ER zu 
beeinflussen (DeHaven et al., 2008). 
Mit vielen der bisher erforschten CRAC-Blocker werden auf verschiedenen Ebenen in der 
Calcium-Signalkette gleichzeitig unterschiedliche Auswirkungen erzielt, wodurch die Ein-
grenzung  auf  einen  gewünschten  Zielort  mit  der  Hemmung  einzelner  Proteine  oder 
CRAC-Untereinheiten erschwert wird (Parekh, 2010). Dies macht die bisher getesteten 
CRAC-Antagonisten  pharmakologisch  schwer  kontrollierbar.  So  finden  zwar  intensive 
Forschungen  an  CRAC-Blockern  statt,  dennoch  verfügt  derzeit  keine  der  Substanzen 
über eine klinische Zulassung (Feske, 2007; Parekh, 2010). 
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2.3.3 CRAC-Blocker-Tests mit einem pharmakologischen Modell
Mit einem pharmakologischen Calciumdynamik-Modell könnten Substanzen, die  in vitro 
bereits als potentielle CRAC-Blocker aufgefallen sind, auf ihre spezifische Wirkung und 
ihre Bindungsmodalitäten am CRAC überprüft werden. Antagonistische Nebeneffekte auf 
andere Calciumkanäle und -pumpen in der T-Zelle könnten im Modell  beobachtet und 
analysiert  werden.  Die  Beeinflussung  der  Calciumdynamik,  und  damit  des 
Aktivierungszustands  des  T-Lymphozyten,  ließe  sich  in silico quantitativ  erfassen. 
Dadurch könnten Studien zur Pharmakodynamik der Testsubstanzen, zunächst auf mole-
kularer und zellulärer Ebene, erfolgen. Dieser pharmakologische Modellansatz ließe sich 
dann in einem weiteren Schritt auf die Ebene von Geweben und Organen erweitern.
Mit einem pharmakologischen Calciumdynamik-Modell – aufbauend auf dem im Rahmen 
dieser Dissertation vorgestellten Basis-Modell – würde sich die Möglichkeit bieten, in Er-
gänzung zu den in vitro-Forschungen an CRAC-Antagonisten, pharmakologische in silico 
Studien  durchzuführen.  Damit  könnte  die  Entwicklung  neuer  Immunsuppressiva,  zum 
Beispiel im Bereich der Transplantationsmedizin, unterstützt werden. 
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Zu Kapitel IV, 1.1:
Zu Kapitel IV, 1.2:
Bautista et al., 2002; Abbildung 1a
Biphasisches Calciumsignal
Eine Jurkat-T-Zelle wird in Gegen-
wart einer 2 mM-Calciumlösung mit 
dem monoklonalen Antikörper OKT 
stimuliert. 
Es resultiert das charakteristische 
biphasische Calciumsignal mit ei-
nem cytosolischen Calciumpeak von 
1,17 µM und einer  Plateauphase 
bei einer Calciumkonzentration von 
0,8 µM.
Bautista et al., 2002; Ausschnitt aus Abbildung 2a
Calciumpeak durch CICR
Für die vorliegende Arbeit ist dabei nur der erste Teil der 
Graphik (bis 400 s) relevant. 
Eine Jurkat-T-Zelle wird in Gegenwart einer calciumfreien 
Lösung mit dem monoklonalen Antikörper OKT stimuliert. 
Es resultiert ein kleiner cytosolischer Calciumpeak mit einer 









Quintana et al., 2006; Ausschnitt aus Abbildung 1a
Calciumpeak durch CICR
Für die vorliegende Arbeit ist dabei nur der erste Teil der 
Graphik (bis 400 s) relevant. 
Eine Jurkat-T-Zelle wird in Gegenwart einer calciumfreien 
Lösung mit dem SERCA-Antagonisten Thapsigargin (TG) 
stimuliert, so dass der ER-Calciumspeicher entleert wird. Es 
resultiert ein niedriger, flacher cytosolischer Calciumpeak 
mit einer Amplitude von 0,5 µM. Eine Plateauphase besteht 
nicht.
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Zu Kapitel IV, 1.3:
Bautista et al., 2002; Abbildung 6c
CRAC-Blockade mit  La3+
Durch Thapsigargin (TG) wird der ER-
Calciumspeicher einer Jurkat-T-Zelle, 
die sich in calciumfreier Lösung 
befindet, geleert. Kurzfristig wird 
extrazelluläres Calcium zugegeben, so 
dass ein Calciumpeak resultiert, der 
durch die PMCA wieder abgesenkt 
wird (erster Peak). Bei blockierter 
PMCA  erfolgt die Senkung der an-
gestiegenen Calciumkonzentration 
(zweiter Peak) deutlich langsamer.
Bautista et al., 2002; Abbildung 6d
CRAC-Blockade mit Carboxyeosin
Der ER-Calciumspeicher einer Jurkat-
T-Zelle wird geleert und kurzfristig 
wird extrazelluläres Calcium zugege-
ben. Der resultierende Calciumpeak 
wird im Kontrollexperiment durch die 
PMCA abgesenkt. Im Vergleichsexpe-
riment mit blockierter PMCA ist die 
Zeitkonstante deutlich größer. Das 
verwendete Carboxyeosin inhibiert im 
Gegensatz zu La3+ nicht den CRAC.
